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ABSTRAKT 
Předložená práce se zabývá stanovením tetracyklinů a sulfonamidů s trimethoprimem 
v odpadních vodách. 
Tetracykliny a sulfonamidy patří mezi široce používaná léčiva v humánní i veterinární 
medicíně. Jedná se o látky biologicky aktivní, které blokující biologické procesy v čistírnách 
odpadních vod a svou přítomností mohou negativně ovlivnit mikroorganismy v povrchových 
vodách. Bylo také prokázáno, že díky přítomnosti nízkých koncentrací těchto látek v životním 
prostředí si mohou mikroorganismy vůči nim vytvářet rezistenci. Do životního prostředí tyto 
látky pronikají v průběhu jejich průmyslové výroby, následně při používání v domácnostech, 
nemocnicích, veterinárních klinikách a farmách. Velký průnik léčiv do životního prostředí 
pochází také z chovu ryb, která jsou přidávána přímo do vody nebo do krmiva.  
Vybrané tetracykliny a sulfonamidy s trimethoprimem byly sledovány v odpadních vodách 
z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno a ve vodách 
procházejících velkokapacitní městskou čistírnou odpadních vod Brno – Modřice. 
Pro extrakci sledovaných léčiv z odpadních vod byla optimalizována extrakce tuhou fází 
(SPE). Pro separaci a detekci byl vytvořen nový postup stanovení pomocí vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie (HPLC) s detekcí diodovým polem (DAD), případně s hmotnostní 
detekcí. 
V rámci provedených experimentů byla v odpadních vodách sledována koncentrace 
tetracyklinů a sulfonamidů v průběhu několika let na obou zmiňovaných čistírnách a změny 
koncentrací během jednotlivých let byly porovnány.  
 
Klíčová slova 
Sulfonamidy, tetracykliny, trimethoprim, kapalinová chromatografie (HPLC), odpadní 
vody 
 
ABSTRACT 
 
The PhD thesis deals with determination of sulfonamides and tetracyclines in waste waters. 
Sulphonamides and tetracyclines are widely used in human and veterinary medicine. They are 
biologically active compounds and block biological processes in waste water treatment plants. 
These substances can influence microorganisms in the environment. Sulphonamides and 
tetracyclines induce resistance in low concentrations. These substances penetrate into the 
environment from industrial production, use in households, hospitals, veterinary clinics and 
fish farms. Tetracyclines and sulphonamides were determined in waste water from waste 
water treatment plants in Brno. Optimalization of extraction of these compounds was 
performed by solid phase extraction. Sulphonamides and tetracyclines were determined by 
liquid chromatography coupled with diode array detector or coupled with mass spectrometry. 
Optimalized method was used for determination tetracyclines and sulphonamides in waste 
water from waste water treatment plants in Brno in years 2007 – 2010.  
 
 
Keywords 
Sulphonamides, tetracyclines, trimethoprim,  liquid chromatography (HPLC), waste 
waters 
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1. ÚVOD 
Celosvětově narůstá výroba a spotřeba léčiv v humánní i veterinární medicíně. Stinnou 
stránkou jejich produkce a používání je zvýšený průnik těchto látek do složek životního 
prostředí, kde mohou negativním způsobem ovlivňovat přírodní ekosystémy. 
Jedním z často používaných druhů farmak jsou antibiotika. Tyto látky pronikají různými 
cestami do životního prostředí, kde mohou způsobovat závažné změny. Vyskytují se zde 
v původní formě nebo již metabolicky pozměněné. Výrazným problémem se stává zejména 
rezistence patogenních organismů vůči těmto látkám. 
Nejčastější abiotickou matricí, ve které se rezidua léčiv v životním prostředí vyskytují, je 
voda. Na základě dostupných poznatků se výrazně projevuje potřeba kontrolovat množství 
léčiv v odpadních vodách. Obvyklými čistícími biologickými procesy jsou tyto látky velmi 
obtížně odbouratelné, protože jsou to látky biologicky aktivní a negativně ovlivňují 
bakteriální mikroflóru čistíren odpadních vod. Tímto způsobem je snižována efektivita 
čistících procesů a čistírny odpadních vod stávají bodovým zdrojem znečištění životního 
prostředí. Z těchto důvodů je nezbytné sledovat obsah léčiv v odpadních vodách a pokusit se 
vyvinout nové a cenově dostupné analytické metody na stanovení těchto biologicky aktivních 
látek. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Antibiotika 
Antibiotika jsou látky produkované bakteriemi nebo houbami, které již při velmi nízkých 
koncentracích tlumí růst jiných mikroorganismů, případně je usmrcují. Většina zvláště 
starších typů antibiotik má přirozený původ. Novější přípravky jsou stále více vyvíjeny 
semisyntetickou nebo čistě syntetickou cestou. Antibiotika vyrobená synteticky se nazývají 
antimikrobní chemoterapeutika. Nepovažuje se však za chybu, jsou-li označovány také 
jako antibiotika [1 - 3]. 
Antibiotika prokázala svůj význam v mnoha oblastech, zejména v lékařství, zemědělství 
a potravinářském průmyslu. V současnosti je známo okolo 40 000 antibiotik a přibližně 80 
z nich je intenzivně používáno [4]. S rostoucí výrobou léčiv roste i jejich výskyt v životním 
prostředí. Zdrojem těchto látek v přírodních systémech může být buď farmaceutický průmysl, 
nebo jsou důsledkem léčebné aplikace u lidí a zvířat. [5] 
Z environmentálního hlediska je nejzávaznějším dopadem antibiotik na životní prostředí 
jejich vysoce toxický efekt na vodní organismy, což může vést k narušení ekologické 
rovnováhy. [5] 
 
2.1.1. Rozdělení 
Hlavními oblastmi, kde se antibiotika používají, jsou infekční onemocnění bakteriálního 
typu. Lze je také využít jako prevenci druhotné nákazy. Jednotlivá antibiotika jsou strukturně 
velmi rozmanité sloučeniny a můžeme je rozdělit na základě různých hledisek. 
  
Podle způsobu přípravy lze antibiotika rozdělit na: 
- přirozená – přímo produkovaná danými organismy 
- semisyntetická – připravována chemickou obměnou molekuly přirozeného antibiotika 
- syntetická – dle struktury přirozeného antibiotika vzniká pouze chemickou syntézou [6]. 
 
Dle místa účinku rozdělujeme antibiotika na: 
- celková (perorální, parenterální) 
- místní (lokálně aplikovaná) [6] 
 
Podle způsobu účinku lze antibiotika rozdělit na: 
- bakteriostatická – způsobují zastavení množení bakterií, bakterie nejsou usmrcovány 
- baktericidní – způsobují usmrcení bakteriálních buněk (viz tabulka níže) 
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Tabulka č. 1: Rozdělení antibiotik na baktericidní a bakteriostatická [6]. 
 
Baktericidní antibiotika Bakteriostatická antibiotika 
peniciliny chloramfenikol 
cefalosporiny tetracykliny 
monobaktamy makrolidy 
karbapenemy linkosamidy 
aminoglykosidy sulfonamidy 
peptidy imidazoly 
glykopeptidy glycylcykliny 
ansamyciny  
nitroimidazoly  
fluorochinolony  
nitrofurantoin  
xazolidinony  
streptograminy  
 
Jestli léčivo patří do skupiny baktericidních nebo bakteriostatických, závisí mimo jiné 
i na jeho podaném množství. Dle šíře působení můžeme antibiotika také rozdělit 
na širokospektrá, mající velký rozsah antibakteriálního účinku, a úzkospektrá, působící 
na určité konkrétní původce. [7] 
 
2.1.2. Mechanismus účinku 
Antibiotika mohou tlumit růst bakterií nejrůznějšími mechanismy na mnoha místech 
v organismu. Místem zásahu může být například buněčná stěna, cytoplazmatická membrána, 
ribozomy, nukleové kyseliny a pod.[6]. Některá antibiotika mohou působit i více mechanismy 
zároveň. Například peniciliny a cefalosporiny inhibují syntézu buněčné stěny bakterií 
a současně aktivují autolyziny určené k její lýze. Jiná antibiotika tlumí proteosyntézu 
na úrovni bakteriálních ribozomů, případně inhibují replikaci a transkripci DNA (chinolony, 
rifampicin). Látky zařazené do jedné skupiny mají podobný mechanismus účinku 
a antimikrobiální spektrum a zároveň se vyznačují podobnými toxickými účinky. [1, 6] 
Antibiotika inhibující syntézu buněčné stěny způsobují defekty v této struktuře. Následně 
dojde k cytolýze vlivem osmotického tlaku. Takto působí především β-laktamová antibiotika, 
glykopeptidy a karbapenemy [8]. 
Antibiotika poškozující cytoplazmatickou membránu změní její propustnost a naruší 
tak iontovou rovnováhu. Dochází ke zpětnému a nekoordinovanému uvolnění iontů 
do prostředí. Z buňky unikají potřebné látky včetně nukleotidů. Proto poškození 
cytoplazmatické membrány vyvolává ireversibilní baktericidní efekt. Tímto mechanismem 
působí např. polypeptidy (polymyxin, bacitracin) [2, 6]. 
Řada antibiotik zasahuje v různých fázích proteosyntézy bakteriální buňky. Např. 
aminoglykosidy se po průniku do bakteriální buňky váží na ribosomy a způsobují tvorbu 
defektních proteinů. Tyto proteiny pak nejsou schopné plnit svoji enzymatickou 
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nebo strukturální funkci. Oproti tomu chloramfenikol blokuje na ribosomu enzym, který 
přenáší rostoucí peptidový řetězec k následující aminokyselině. Ta proto nemůže být 
připojena a tvorba proteinů se zastaví. Také tetracykliny narušují proteosyntézu bakteriální 
buňky a to tím, že blokují přístup aminokyselin k ribosomům a aminokyseliny tak nemohou 
být spojovány v proteiny. 
Antibiotika porušující syntézu nukleových kyselin lze rozdělit do dvou skupin. První 
skupinou jsou inhibitory DNA-gyrázy, enzymu důležitého při replikaci DNA. Tímto 
mechanismem působí např. chinolonová antibiotika [2, 9]. Druhým mechanismem je inhibice 
RNA – polymerázy. Takto působí např. rifampicin a fluorochinolony [6, 9]. 
Dalším důležitým mechanismem je syntéza kyseliny listové, která se podílí na syntéze 
nukleových kyselin, tj. je nezbytná pro metabolismus bílkovin. Tento mechanismus narušují 
sulfonamidy a trimethoprim, které se podílí na inhibici syntézy dané kyseliny [1, 6]. Místa 
účinku jednotlivých antibiotik jsou shrnuta na obrázku č. 1. 
 
 
 
 
Obrázek č. 1: Místa účinku jednotlivých antibiotik v buňce 7 
  
2.1.3. Rezistence 
Rezistence na antibiotika je podle definice Světové zdravotnické organizace schopnost 
bakteriální populace přežít účinek inhibiční koncentrace příslušného antibiotika [10]. Stupeň 
a rozsah rezistence je určován chemickou strukturou preparátu, skladbou bakteriální buňky 
a její schopností produkovat enzymy, které zapříčiňují destrukci antibiotika [10]. 
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Mechanismus rezistence závisí na typu bakterií a vlastnostech působícího antibiotika. 
Aby se uskutečnilo působení antibiotika, musí tato látka dosáhnout cílové struktury, bez toho 
aniž by byla degradována. Většinou se projevují tyto mechanismy rezistence [1, 6]: 
 
Primární rezistence znamená přirozenou odolnost mikrobiálních druhů, která je podmíněna 
geneticky a nezávisí na tom, zda došlo k předchozímu kontaktu mikroorganismu 
s antibiotikem či nikoliv [1, 9]. 
 
Sekundární rezistence vzniká v průběhu nebo následkem předchozí antibiotické léčby. 
Tento typ rezistence je v rezistentním jedinci geneticky zakotven. Při dalším podání antibiotik 
dochází k selekci rezistentních bakterií [9, 11]. Rychlost rozvoje v populaci závisí 
na frekvenci mutací a množství bakterií s daným stupněm rezistence [1]. 
Sekundární rezistence může vznikat dvěma způsoby, tj. fenotypickou adaptací 
a genetickými změnami. 
 
Fenotypická adaptace je přizpůsobení bakterií na změněné metabolické pochody. Jsou to 
změny jen přechodné a částečné, které lze potlačit vyššími dávkami antibiotika nebo jeho 
úplným vysazením, čímž se obnoví původní metabolické pochody. Tato adaptace je však 
málo významná. Hlavní těžiště vzniku sekundární rezistence má genetický podklad [6]. 
 
Genetická rezistence může vzniknout modifikací genu na chromosomu, který je 
odpovědný za citlivost bakteriální buňky na antibiotikum nebo převzetím genetického 
materiálu od rezistentních buněk. K tomu dochází nejčastěji přenosem genů, které jsou 
lokalizovány v plazmidech [6]. 
 
Bakterie, které jsou rezistentní k jedné antibakteriální látce, mohou získat rezistenci 
současně vůči skupině chemicky podobných látek. Jedná se o tzv. zkříženou rezistenci. 
Klasickým příkladem jsou sulfonamidy; dojde-li k vývinu rezistence na jeden preparát, má 
získaná rezistence platnost i pro všechny ostatní sulfonamidové preparáty [10]. Zkřížená 
rezistence může být oboustranná nebo jednostranná. Při oboustranně zkřížené rezistenci jsou 
obě antibiotika blízce příbuzná. Potom bakterie necitlivé na jednu látku jsou necitlivé 
i na látku druhou. U jednostranné rezistence se může vyskytovat i rezistence neúplná. Lze 
tudíž říci, že citlivost bakterií může být vůči jedné z látek zachována [1]. 
 
2.1.4. Metabolismus antibiotik 
 
Metabolickou přeměnou antibiotik většinou vznikají látky málo účinné a neúčinné. Někdy 
může dojít k tomu, že nově vzniklá látka je toxičtější než látka původní. Metabolity jsou 
většinou lépe rozpustné ve vodě než původní látky a proto jsou lépe vylučovány z organismu. 
Přeměna antibiotik při metabolismu na neaktivní nebo aktivní metabolity probíhá hlavně 
v játrech [1]. Stanovení vzniklých metabolitů i mateřských látek je prováděno především 
chromatografickými metodami. Kontrola těchto látek je důležitá z hlediska prevence 
nežádoucích a toxických účinků [1]. 
Působení antibiotik na organismus souvisí nejen s jejich podaným množstvím a způsobem 
podání, ale také s tím, jak se dané léčivo v organismu chová. Léčivo může být do organismu 
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vpraveno různými způsoby, například perorálním podáním, intravenózním podáním apod. 
[12]. Při všech procesech, do kterých je léčivo v organismu zapojeno, musí nejdříve dojít 
k přestupu přes fosfolipidovou vrstvu buněčné membrány [13, 14]. 
Přes membránu mohou molekuly léčiv pronikat několika způsoby: 
- Difúze (pasivní transport) – probíhá ve směru koncentračního gradientu, proto buňka 
nemusí vynakládat energii na přestup látky přes membránu [13]. 
- Aktivní transport – Na přenosu dané molekuly léčiva se podílejí specifické membránové 
proteiny, tzv. přenašeče. Dočasně se vytváří komplex léčivo-přenašeč, který prochází 
membránou a ve vnitřním prostředí buňky se rozpadá. Aktivní transport probíhá proti směru 
koncentračního gradientu (za spotřeby energie) a umožňuje transport těch léčiv, která by se 
vzhledem k nízkému rozdělovacímu koeficientu do nitra buňky prostou difúzí prakticky 
netransportovala [13, 15]. 
Proces, při kterém dochází k přestupu přes buněčnou membránu, nazýváme absorpce. 
Absorpcí rozumíme děj, při kterém látka vstupuje z místa podání nebo kontaktu s organismem 
do krevního řečiště [16]. Rychlost absorpce může být ovlivněna požitou potravou. Absorpce 
v GIT (gastrointestinálním traktu) může nastat v závislosti na povaze látky v kterékoli jeho 
části, od ústní dutiny po rektum [14]. Ovšem nejčastěji probíhá v horní části tenkého střeva 
aktivním transportem a to díky vysokému stupni prokrvení a velké absorpční ploše. 
Vstřebávání v této části organismu je ovlivněno nejen vlastnostmi antibiotik, ale i stavem 
tenkého střeva [1]. 
Po absorpci dochází k rozptýlení látek krevním řečištěm do tkání, což ovlivňují 
fyziologické faktory, zejména krevní průtok, objem krve a biologické bariéry [13]. Nejdříve 
se léčiva rozptylují do nejvíce prokrvených orgánů, jako jsou ledviny, játra, srdce, plíce 
a eventuálně mozek v případě, že projdou přes hematoencefalickou bariéru, která brání 
distribuci toxických látek do mozku [14]. Koncentrace léčiva v jednotlivých tkáních a tělních 
tekutinách mohou být různě vysoké a mohou se lišit od příslušných koncentrací v séru [13]. 
Později jejich distribuce závisí na vazbě v jednotlivých tkáních.  
Antibiotika se vážou reverzibilně na plazmatické bílkoviny [6, 14, 15]. Jedná se 
o dynamický proces, při kterém se neustále obnovuje rovnováha mezi volným a vázaným 
podílem léčiva v tkáni. Stupeň vazby je ovlivněn fyzikálně chemickými vlastnostmi, jako je 
pH prostředí a plazmatická koncentrace bílkovin [1, 6]. Touto vazbou se vytváří zásoba, která 
je postupně uvolňována. Volná část látky se může distribuovat mimo cévní řečiště do tkání, 
resp. vylučovat glomelulární filtrací. [14, 16]. 
V tkáni může probíhat proces metabolizace léčiv – biotransformace. U většiny léčiv se 
jedná o rozsáhlé biochemické změny, které lze popsat buď jako bioaktivaci 
nebo biodegradaci. Většinou jsou tyto chemické změny provázeny snížením účinnosti 
a zvýšením rozpustnosti ve vodě [7]. Lipofilní látky jsou transformovány na produkty 
hydrofilnější a látky hydrofilní jsou z organismu vylučovány převážně v nezměněné formě 
[13]. Tyto transformace usnadňuje vylučování léčiv z organismu [7]. Průběh biotransformace 
a její intenzita jsou určovány jednak vlastnostmi xenobiotika samotného, jednak organismem, 
do kterého bylo vpraveno [15]. Biotransformace obvykle zahrnuje dvě fáze.  
V první fázi se uskutečňuje oxidace, redukce a hydrolýza. V druhé fázi jde o reakce 
konjugační. Metabolity vzniklé v jednom typu reakce jsou většinou vhodnými prekurzory 
pro navazující, typově odlišnou reakci. V první fázi biotransformace vzniká polárnější 
produkt. Nejčastěji se vyskytujícími reakcemi v první fázi biotransformace jsou reakce 
oxidační. Ty obvykle zahrnují oxidace primárních alkoholů na aldehydy, sekundárních 
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alkoholů na ketony, aldehydů na kyseliny, hydroxylační reakce, oxidační deaminace, oxidace 
sirných sloučenin na sulfiny a sulfony, oxidační štěpení cyklů a další [15]. Velmi častými 
oxidacemi jsou hydroxylace. Podléhají jim alifatické řetězce, aromatická jádra, heterocykly 
i alicyklické substituenty. Metabolity vzniklé tímto typem oxidace jsou obvykle prekurzory 
pro následující konjuganční reakce v druhé fázi biotransformace [15]. Jejich exkrece probíhá 
ve formě glukosiduronátů a sulfátů. Další často se vyskytující reakcí je dealkylace. 
U některých dvojných vazeb byla nově objevena oxidace epoxid-diol. Biotransformace 
některých léčiv je zahájena štěpením cyklů. Významnou reakcí první fáze biotransformace je 
také redukce. Je však méně častá než reakce oxidační. Zahrnuje několik typů jako je redukce 
aldehydů na primární alkoholy, ketonů na sekundární alkoholy, redukce dvojných vazeb, 
přechod azoderivátů na thioly a aminy, redukce nitroskupin na aminy a redukce disulfidů 
na thioalkoholy [15]. Třetí významnou skupinou reakcí v první fázi biotransformace jsou 
hydrolytické reakce. Zahrnují jen několik typů reakcí, jako je hydrolýza esterů karboxylových 
kyselin, amidů a hydrazidů a hydrolytické štěpení cyklů. Hydrolýza esterů karboxylových 
kyselin na alkohol a příslušnou kyselinu je pro některá léčiva této struktury hlavní 
biotransformační reakcí [15]. 
Reakce druhé fáze biotransformace jsou syntetické s nutností dodávky energie [16].  
Dochází zde k tvorbě metabolitů, v nichž se spojuje složka organismu vlastní s léčivem 
nebo jeho metabolitem. Druhá fáze biotranformace se proto nazývá syntetická, neboli 
konjugační [13]. Z jednoho typu léčiva se mohou současně vytvářet různé typy konjugátů 
s jinými látkami, jako jsou kyselina glukoronová, sírová, octová, cystein, acetylcystein, 
glycin, glutation, taurin a pod. [15]. Nejrozšířenější je konjugace s kyselinou glukuronovou. 
Při ní dochází k tvorbě glukosiduronátů, označovaných také jako glukuronidy. Tyto látky mají 
hydroxylovou, karboxylovou, aminovou nebo sulfhydrylovou skupinu. Vazby s těmito 
charakteristickými skupinami se účastní vždy poloacetalový hydroxyl kyseliny glukuronové 
[15]. Vzniklý konjugát je zpravidla látka velmi polární, která není schopna se reabsorbovat, 
a proto je vyloučena z organismu. Výjimkou je pouze acetylace, která nevede ke vzniku 
polárnějších metabolitů [13]. 
Po biotransformačních procesech následuje exkrece metabolitů a nezměněných látek. 
Za nejdůležitější orgán pro exkreci lze považovat ledviny. Vylučování probíhá takzvanou 
glomerulární filtrací, aktivní sekrecí a aktivní reabsorpcí [14]. Podíl léčiv vázaný 
na plazmatické bílkoviny nepodléhá glomerulární filtraci [16]. K vylučování antibiotik 
dochází také velkou měrou trávicím traktem (játry) [17]. Touto cestou se také exkreují 
nevstřebaná antibiotika. Žlučí jsou do střeva vylučována původní antibiotika i jejich 
metabolity. Tyto látky mohou být opět vstřebány, a tak dochází k jejich recirkulaci. Ostatní 
způsoby vylučování jako jsou exkrece plícemi, mlékem, potem a slinami jsou zanedbatelné 
[13, 14, 17]. 
 
2.1.5. Cyklus léčiv v životním prostředí 
 
Antibiotika, včetně tetracyklinů a sulfonamidů, jsou důležitou skupinou léčiv používaných 
v současné humánní a veterinární lékařské praxi [18]. S rostoucí spotřebou roste i míra 
ovlivnění přírodních ekosystémů díky tomu, že tyto látky nejsou kompletně eliminovány 
v lidském ani zvířecím těle [18]. 
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Výskyt antibiotik v životním prostředí se v posledních letech řadí k významným 
problémům environmentální chemie [19]. Léčiva jsou často označována jako nové 
kontaminanty životního prostředí. Během množství výzkumů, provedených v několika 
zemích, bylo ve vodních ekosystémech objeveno více než 80 druhů léčiv a jejich metabolitů, 
což je alarmující 19. 
Antibiotika patří do skupiny široce používaných léčiv a jsou nedílnou součástí léčby 
bakteriálních onemocnění [19, 20, 21]. Cesta, kterou se antibiotika dostávají do životního 
prostředí, souvisí s tím, zda se jedná o humánní nebo veterinární léčivo [22]. Vstup antibiotik 
do životního prostředí je ovlivněn také způsoby jejich užívání. Na základě těchto podmínek 
lze rozdělit vstupy do životního prostředí na plošné nebo lokální. Do životního prostředí 
vstupují pouze antibiotika mobilní, tj. schopná rozpouštět se ve vodě [23]. 
Vstup veterinárních léčiv do životního prostředí je umožněn při léčbě hospodářských zvířat 
a na rybích farmách [24], kde jsou rozptýlena zároveň s krmnou směsí přímo do vody [22, 
25]. Léčiva, která nejsou zachycena v organismech ryb, pronikají přímo do vodního 
ekosystému, kde se mohou distribuovat buďto jako látky rozpuštěné ve vodě, nebo se spolu 
s krmnou směsí usazují na dně, odkud jsou následně vyplavována do vodních toků [25, 26]. 
Bylo zjištěno, že 70 – 80 % léčiv použitých na rybích farmách proniká do životního prostředí 
[24, 26]. Farmaka aplikovaná u hospodářských zvířat vstupují do životního prostředí společně 
s výkaly a močí [27] buď bezprostřední depozicí pasoucími se zvířaty [25], nebo přímým 
rozšířením hnoje a močůvky jakožto hnojiva na pole [24, 26, 28]. Z polí a luk jsou tato léčiva 
splachována deštěm do povrchových vod [29], nebo může docházet k prosakování 
do podzemních vod [21, 23]. Cyklus veterinárních léčiv v životním prostředí je znázorněn 
na obrázku č. 2.  
 
 
 
Obrázek č 2: Cyklus veterinárních léčiv v životním prostředí [22] 
 
V půdě jsou léčiva významným způsobem zadržována díky půdní filtraci, která využívá 
jejich schopnosti sorbovat se na tuhé půdní částice [19, 21]. Distribuce léčiv mezi pevné látky 
a vodu je často nepředvídatelná díky přítomnosti množství funkčních skupin v molekule 
léčiva [22, 28]. Vyjadřuje se ve formě distribučního koeficientu (Kd), který je definován 
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jako poměr koncentrace látky sorbované na pevné částice a koncentrace v roztoku po 
ustanovení rovnováhy [30]. Tyto parametry látky lze zjistit hrubým výpočtem nebo 
experimentálně. Například pro tetracyklin dosahuje hodnota Kd (voda-půda) hodnoty 
1140 - 1160 [30]. Naproti tomu sulfathiazol se pohybuje v hodnotách kolem 4,9 
a sulfamethazin v rozmezí 1 - 3,1 [30]. Jak bylo zjištěno, vlivem přítomnosti léčiv dochází 
v půdě k poklesu výskytu některých mikroorganismů a rostlin [26], což může ovlivnit půdní 
mikrobiální procesy, jako jsou dekompozice a mineralizace [21]. 
Humánní léčiva podléhají v organismu metabolickým a biotransformačním reakcím. 
Z organismu, jak bylo prokázáno, je 25 – 75 % vyloučeno v nezměněné formě močí 
nebo výkaly [31, 32, 33]. Pomocí odpadů jsou farmaka a jejich metabolity sváděna na čistírny 
odpadních vod. Díky svým fyzikálně - chemickým vlastnostem, jako je polarita, rozpustnost 
ve vodě, perzistence apod., mohou být odstraněna pouze částečně [22, 24, 34]. Díky tomu se 
čistírny odpadních vod stávají bodovými zdroji znečištění povrchových a podzemních vod 
[31, 35, 36]. Nejvyšší stupeň perzistence byl prokázán u sulfonamidů a fluorochinonů, dále 
pak u tetracyklinů, pokud na tyto látky nepůsobí sluneční záření. Oproti tomu β-laktamy 
a aminoglykosidy jsou nejméně perzistentní léčiva [34]. Nepolární lipofilní léčiva jsou 
naopak akumulována v sedimentech a kalech [19, 27]. Může tak docházet k jejich 
zakoncentrování v životním prostředí. Akumulace v sedimentech je ovlivněna, stejně 
jako v půdě, distribučním koeficientem [24]. Například pro oxytetracyklin dosahuje Kd 
(kal-voda) hodnoty 0,02 [30]. Pokud je tento čistírenský kal nebo sediment použit 
jako hnojivo na zemědělskou půdu, pronikají léčiva do půdy, odkud mohou být vyluhována 
do spodních vod [25]. Polární farmaka a jejich metabolity nejsou v čistírenském kalu 
zadržována a přechází do vyčištěné vody [22]. Pronikají tak přímo do vodního ekosystému, 
kde byla jejich přítomnost již prokázána [29]. Cyklus humánních antibiotik je znázorněn 
na obrázku č. 3. 
Lze konstatovat, že ačkoli se koncentrace léčiv ve vodách pohybuje v nízkých hodnotách 
(ng – g/l) [24, 27, 31, 37], které nezpůsobují přímé toxické riziko [38], bylo zjištěno, 
že při těchto koncentracích dochází k tvorbě rezistence [27], např. u Acinetobacter spp. [34].  
 
 
Obrázek č. 3: Cyklus humánních antibiotik v životním prostředí [22]. 
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Dalším významným zdrojem antibiotik v životním prostředí jsou odpadní vody 
z farmaceutického průmyslu a z nevhodného odstraňování těchto látek, např. v nemocničních 
zařízeních nebo v lékárnách [39]. Kontakt těchto odpadních vod s vodními ekosystémy má 
za následek významné ohrožení jejich biologické rovnováhy. Tyto odpadní vody obvykle 
obsahují vysoké koncentrace léčebných látek, díky čemuž vykazují nebezpečnou toxickou 
aktivitu vůči vodním organismům [38]. Biologický stupeň čištění odpadních vod má v tomto 
případě jen velmi nízkou účinnost a proto je u těchto typů odpadních vod nutná chemická 
předúprava [5]. Jak už bylo zmíněno výše, zda a jakou měrou bude léčivo zadržováno v půdě, 
nebo bude přecházet do vodního prostředí, je často neodhadnutelné vlivem přítomnosti 
množství funkčních skupin (karboxylové, aldehydové skupiny, aminoskupiny) v molekule 
této látky [22, 28]. Díky funkčním skupinám závisí míra zadržování léčiva v půdě a ostatních 
pevných matricích také na pH prostředí a tvorbě komplexu léčivo – pevná fáze [22]. 
Například léčiva kyselých vlastností a vysoké hodnoty log Kow vykazují afinitu vůči kalu 
a půdě [27].  
Mezi antibiotika nejvíce se vyskytující ve vzorcích životního prostředí patří makrolidy, 
fluorochinony a sulfonamidy. Naopak tetracykliny a peniciliny nebývají ve vzorcích 
životního prostředí nalezeny nebo jsou přítomny jen v nízkých koncentracích [30]. Rozpad 
penicilinů je způsoben chemickou nestabilitou β-laktamového kruhu, který je vysoce citlivý 
na pH, teplotu a působení enzymů β-laktamáz [40]. 
Jak již bylo zmíněno, přítomnost antibiotik v životním prostředí může zapříčinit různé 
nežádoucí efekty. Tato léčiva mohou ovlivnit suchozemské i vodní organismy a zájem 
o výskyt jejich reziduí v životním prostředí souvisí se vznikající bakteriální rezistencí [21, 27, 
32, 41] podpořenou dlouhodobým výskytem léčiv v prostředí po dobu až několika měsíců 
[24]. Účinek antibiotik v životním prostředí závisí na rozsahu mnoha faktorů zahrnujících 
kvantitativní užití, stupeň metabolizace ve zvířatech, degradace díky skladování, rozšíření 
hnojiv na půdu a toxicita látek na půdní a vodní organismy [42]. Působení léčiv v životním 
prostředí lze rozdělit do několika skupin [22]: 
- normální toxikologický efekt, který je pozorovatelný u všech xenobiotik. Jeho účinky se 
mohou projevit na několika hladinách biologické hierarchie (buňky, orgány, organismy, 
populace, ekosystémy). Látky patřící svými efekty do této skupiny jsou hodnoceny zároveň 
s jinými xenobiotiky. 
- genetická selekce – vysoká míra užívání antibiotik v posledních 50 letech způsobuje 
genetickou selekci více zhoubných bakterií. Genetický fond přirozených mikroorganismů je 
tím významně pozměněn a ty potom vykazují odolnost i vůči velmi vysokým dávkám 
antibiotik. Tento efekt je dlouhodobý a ireverzibilní a je označován za hlavní příčinu zvyšující 
se bakteriální rezistence. Genetická selekce mikroorganismů je podporována nízkými 
koncentracemi antibiotik ve složkách životního prostředí [18, 22, 33], např. v kalu [43]. 
Geneticky podmíněná rezistence byla již prokázána u E. coli a E. faecium izolovaných 
z brojlerů, skotu a prasat [44]. 
Antibiotika jsou nejtoxičtější skupinou léčiv ve vodním prostředí a jsou extrémně toxická 
vůči mikroorganismům (EC  0,1mg/l) a také velmi toxická vůči řasám (EC50  0,1 - 1 mg/l) 
[23]. 
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2.1.6. Léčiva v čistírnách odpadních vod 
 
Čištění odpadních vod představuje v současné době závažný environmentální problém, 
který je třeba neustále řešit. Přestože je tato skutečnost již delší dobu vysoce aktuální, je nutno 
konstatovat, že pořád ještě existuje velké množství čistíren odpadních vod, které nesplňují 
svoji funkci. Část z nich je technologicky nedostačující, ale lze najít také takové, jejichž 
špatná funkčnost je způsobena neodborným provozováním. 
Jednou z mnoha skutečností negativně působící na funkci čistírny odpadních vod může být 
přítomnost sloučenin, které nepříznivě ovlivňují či poškozují mikroorganismy zabezpečující 
vlastní proces čištění odpadních vod. Dnes je již známo široké spektrum látek, které takto 
mohou působit [45]. Jedna z mnoha skupin sloučenin, kterými je narušován proces čištění 
odpadních vod, mohou být léčiva [46]. 
 Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách, léčiva podléhají v organismu 
metabolickým a biotransformačním reakcím. Převážná část těchto látek není v organismu 
přeměněna a je vyloučena v původní formě [46]. Takto vzniká mnoho zdrojů znečištění 
léčivy. Největším producentem tohoto druhu kontaminace vody jsou zdravotnická zařízení. 
Dále mohou tyto látky pronikat do odpadních vod díky splachům z polí, vodě pocházející 
ze sádek a rybích farem a odpadům z domácností [42]. K velmi významným zdrojům 
znečištění léčivy patří také odpadní vody ze sběrných nádrží obsahujících exkrementy 
hospodářských zvířat, které jsou vypouštěny do čistíren odpadních vod [35]. 
 Většina léčiv vypouštěných do odpadních vod není v čistírně odpadních vod zcela 
odstraněna. Dochází tedy k tomu, že se čistírna sama stává významným bodovým zdrojem 
znečištění pro životní prostředí.  
 Významným problémem při odstraňování antibiotik se ukázalo být to, že eliminují 
mikroorganismy v biologickém stupni čištění odpadních vod [18, 25, 28, 30, 47]. Zde jsou 
uplatňovány biochemické procesy, podmíněné činností mikroorganismů (aktivovaný kal), 
které rozkládají organické látky obsažené ve vodě. Aktivovaný kal je směsná kultura 
mikroorganismů, většinou bakterií. Nejčastěji se v aktivovaném kalu vyskytují následující 
rody: Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter, Chromobacterium, Aztobacter, 
Micrococcus, Bacillus (B. subtillis, B. cereus, B. megaterium), Alcaligenes, Arthrobacter, 
Acinetobacter, Mycobacterium, Lophomonas aj. Kromě různých druhů bakterií mohou být 
v aktivovaném kalu v menším množství přítomny také houby, plísně a kvasinky. 
V aktivovaném kalu jsou často nalezeny také vláknité mikroorganismy, např. Leptomitus, 
Leucotrix, Norcardia, Beggiatoa, Flexibacter a další [48]. 
 Přestože antibiotika v biologickém stupni čištění odpadních vod eliminují 
mikroorganismy aktivovaného kalu, dochází zde nejvyšší měrou k odstranění léčiv 
z odpadních vod. Není ovšem známo, jestli k odstranění dochází sorpcí na kal, 
nebo biodegradační eliminací. Zda a v jakém množství budou antibiotika nebo jejich 
metabolity na čistírně odpadních vod odstraněny, závisí především na jejich 
fyzikálně-chemických vlastnostech. Např. schopnost tetracyklinů vytvářet nerozpustné 
komplexy s dvoj- a trojmocnými ionty hovoří ve prospěch teorie zachycení antibiotik 
v odpadním kalu [19, 30]. 
Dalšími vlastnostmi ovlivňujícími čištění odpadní vody jsou polarita a rozpustnost 
antibiotik ve vodě. Polární antibiotika přechází do vyčištěné vody, kdežto nepolární (lipofilní) 
antibiotika a jejich metabolity jsou eliminovány sorpcí na čistírenský kal.  
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Ovlivňovat odstraňování antibiotik z čistíren odpadních vod může i věk kalu. Při vyšším 
věku kalu byl zjištěn vzrůst biodegradace některých látek, např. sulfamethoxazolu [30]. 
V modelových procesech bylo ale zjištěno, že biodegradace sulfonamidů je velmi pomalá 
[30] a díky tomu mohou tyto sloučeniny procházet čistírnou odpadních vod bez toho, že by 
byly zcela odstraněny. Tato teorie byla potvrzena pozitivními nálezy léčiv v odtoku z čistíren 
odpadních vod [47]. 
Obsah organických látek i léčiv může být v čistírenském kalu také snížen anaerobním 
vyhníváním [49]. 
 Nevyřešený způsob efektivního odstraňování antibiotik a ostatních léčiv z čistíren 
odpadních vod může zapříčinit následné ovlivnění vodních a terestrických ekosystémů. Díky 
předpokládané sorpci léčiv na částice odpadního kalu dochází k jejich šíření na zemědělské 
plochy v důsledku toho, že je čistírenský kal využíván jako hnojivo. Velkým problémem je 
také výskyt léčiv ve vodním prostředí. Kvůli tomu, že tyto látky v životním prostředí 
přispívají k toxikologickým efektům a k rozvoji rezistence mikroorganismů (viz výše), 
zvýšila se v posledních letech snaha dosáhnout nulové hladiny vypouštění léčiv do životního 
prostředí. 
Metody efektivního odstraňování léčiv se teprve postupně rozvíjí. Bylo zjištěno, 
že při odstraňování léčiv z vody by mohla být účinná membránová filtrace nebo oxidační 
procesy [19, 46]. 
Z membránové filtrace jsou nejvhodnější procesy reverzní osmózy a nanofiltrace [50], 
které jsou čím dál více používány pro úpravu povrchových vod a k odstraňování rozpuštěných 
organických nečistot. V současnosti se ukazuje, že membránové technologie mohou být 
vysoce účinné při odstraňování nově vznikajících kontaminantů [51], jako jsou léčiva. Dle 
literatury [52] dochází k odstraňování léčiv z odpadní vody minimálně z 95 %, 
např. sulfamethoxazol, sulfaguanidin, trimethoprim a oxytetracykliny jsou odstraněny 
minimálně z 98,5 % [53]. Byla také ověřována kombinace této technologie s UV zářením, 
ale nedošlo ke zvýšení účinnosti odstranění oproti původním hodnotám [52]. 
 Z oxidačních procesů se jeví nejúčinnější heterogenní katalýza (TiO2 v kombinaci 
s UV zářením) a ozonizace [46]. Ozon je velmi silné oxidační činidlo, které reaguje dvěma 
způsoby, a to přímou nebo nepřímou reakcí, které probíhají zároveň. Nepřímá reakce 
je založena na vysoké reaktivitě hydroxylových radikálů, které nereagují specificky, kdežto 
přímá reakce ozonu závisí více na struktuře daného reaktantu. Během předúprav ozon 
způsobuje hydrolýzu a částečnou oxidaci organických látek [49], nedochází však k úplné 
mineralizaci, ale vznikají stabilní degradační produkty [54]. Ovšem hydrolýza a částečná 
oxidace zajistí, aby dané léčivo ztratilo svůj, např. antibiotický, účinek [55]. 
Dále byly úspěšně použity Fentonovy procesy, což je reakce Fe2+ a H2O2. Tento typ 
oxidace zlepšuje odstranění léčiv, např. sulfamethoxazolu [56], při molárních podílech 
H2O2/Fe2+ 150 - 250. Například při hodnotě podílu 155 se výše odstranění pohybuje 
v hodnotách 45 – 65 % [57]. 
Byla také ověřována chlorinace HOCl. Tato metoda není zcela vhodná z důvodu vzniku 
velkého množství chlorovaných a hydroxylovaných produktů [58], které mohou být toxičtější 
než původní látky [59]. 
Na odstranění léčiv lze také využít fotolýzu (UV záření) [46, 60], ozonovou fotolýzu 
(UV záření a O3), fotokatalytickou oxidaci (TiO2/UV/O2) a fotokatalytickou ozonizaci 
(TiO2/UV/O3) [61]. Velmi málo se využívá sonolýza a elektrochemická oxidace [46]. 
 
 19
2.2. Sulfonamidy 
2.2.1. Vlastnosti 
Sulfonamidy patří mezi širokospektrální protiinfekční chemoterapeutika. Jedná se 
o deriváty p-aminobenzensulfonamidu (sulfanilamidu) [1, 12].  
 
 
 
 
 
Obrázek č. 4: Obecný vzorec sulfonamidu a jeho vybrané substituenty. 62 
 
 
Kde R1 a R2 mohou být například [62]:    
 
Látka Substituent R1 Substituent R2 
Sulfadimidin H 
 
Sulfaguanidin H 
 
Sulfathiazol H 
 
Sulfamethoxazol H 
 
 
Všechny sulfonamidy mají stejné jádro, na kterém mohou být připojeny různé radikály 
na amidoskupinu (SO2NHR) nebo jsou provedeny substituce aminoskupiny (NH2). Díky tomu 
mohou vznikat sloučeniny s odlišnými fyzikálními, chemickými, farmakologickými 
a antibakteriálními vlastnostmi [12]. 
Ve směsi těchto látek vykazuje každá svoji vlastní rozpustnost. Na základě toho může dojít 
k efektu, kdy směs sulfonamidů je více rozpustná než jeden samotný sulfonamid. Toto je 
důvod, proč v medicíně začaly být používány trisulfapyrimidiny [12]. 
Sulfonamidy jsou uváděny jako jedny z prvních použitých antibakteriálních léčiv [17, 63] 
a jsou využívány v humánní i veterinární medicíně. Základní látka sulfanilamid je známa již 
od roku 1935, kdy byla izolována ze sloučeniny protonosil rubrum [2, 17]. Tímto objevem 
začalo období jejich největšího rozvoje. Z důvodu nízké aktivity, rychlého vývoje rezistence 
a samozřejmě i vývoje nových a vhodnějších antibiotik se od jejich používání začalo pomalu 
 20 
ustupovat. Přesto se i nadále využívá několika zástupců v kombinaci s jinými látkami, které 
zesilují jejich terapeutický účinek. Nejběžnější je kombinace s trimethoprimem, kdy dochází 
ke spojení jejich odlišných mechanismů účinku [1], kde trimethoprim inhibuje bakteriální 
DHL - reduktázu (reduktázu kyseliny dihydrolistové). 
Dle poločasu biologické eliminace je možné sulfonamidy rozdělit do několika skupin: 
- s krátkým poločasem – např. sulfanylurea 
- se středně dlouhým poločasem – sulfadiazin, sulfamethoxazol 
- s dlouhým poločasem -  sulfamethoxydiazin 
- s velmi dlouhým poločasem – sulfamethopyrazon (tzv. sulfalen) 
Existuje také skupina málo rozpustných sulfonamidů (sulfaguanol) [1, 2, 17]. 
 
2.2.2. Mechanismus účinku 
Sulfonamidy využívají podobnosti s chemickou strukturou kyseliny paraaminobenzoové, 
prekurzoru kyseliny dihydrolistové 7. Tato látka je prekurzorem kyseliny listové. 
Důsledkem jejího nedostatku v organismu je útlum bakteriální respirace. Kyselinu listovou 
jsou schopny syntetizovat pouze bakteriální buňky, lidské buňky ji musí přijímat jako vitamín 
[1, 2, 6, 7, 63, 64]. Sulfonamidy jako falešný substrát kompetitivně inhibují zužitkování 
kyseliny paraaminobenzoové, čímž dochází k inhibici syntézy kyseliny dihydrolistové [1, 63, 
64]. Viz obrázek č. 5. 
 
 
 
Obrázek č. 5: Působení sulfonamidů v syntéze kyseliny tetrahydrolistové 7 
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Sulfonamidy ovlivňují množící se bakterie. Díky tomu, že bakteriální buňky jsou schopny 
vytvářet si zásobu kyseliny listové, dochází k účinku sulfonamidových léčiv se zpožděním 
[1]. 
Sulfonamidy působí na pneumokoky, streptokoky, meningokoky, aktinomycety, Nocardie, 
chlamydie a jiné [2]. Mohou mít střední, nízký nebo střídavý účinek na E. coli, proteové 
kmeny, klebsiely, enterobaktery, hemofily, enterokoky a shigely. Působí dokonce i na některá 
protozoa jako je Toxoplazma, plazmódia malárie a pneumocystis a také na některé druhy 
střevních bakterií [12]. Rezistentní jsou vůči nim i mykobakterie, houby, ricketsie, spirochety 
aj. [1]. 
 
2.2.3. Farmakokinetika 
Sulfonamidy se většinou podávají perorálně nebo lokálně (aplikace na kůži) [2, 17]. Tyto 
látky se velmi dobře vstřebávají v žaludku a v tenkém střevě, a to až ze 100 % [1, 2, 6, 17]. 
Nejvyšší koncentrace v krevní plazmě poté dosahují 4 – 6 hodin po požití [1]. Sulfonamidy 
mají schopnost reverzibilně se vázat na plazmatické bílkoviny [12]. To, jak se budou 
jednotlivé látky vázat na bílkoviny a jak rychle se budou eliminovat, je ovlivněno typem 
substituentu na sulfonamidové skupině [10]. Jak vyplývá z předchozí informace stupeň vazby 
a biologický poločas eliminace léčiv je různý. U krátkodobě účinných sulfonamidů je 
biologický poločas eliminace přibližně 8 hodin, u sulfonamidů se středně dlouhým poločasem 
8 – 15 hodin a u sulfonamidů s dlouhým poločasem je 24 hodin – 1 týden [1, 27]. Díky 
rozdílnému poločasu eliminace dochází i k různé vazbě na bílkoviny a to v rozmezí 70 - 90 % 
[1]. 
V organismu je účinná pouze volná frakce léčiva, acetylované metabolity jsou neúčinné. 
Stupeň acetylace je také různý. Vysokých koncentrací dosahují sulfonamidy v játrech, plicích, 
děloze a svalovině. Tato léčiva přítomná v organismu mohou lehce proniknout 
do mozkomíšního moku a zvýšený obsah bílkovin potom usnadní jejich průnik 
hematoencefalickou bariérou [1]. Díky tomu lze zaznamenat nižší koncentrace sulfonamidů 
v mozku, ale také v mateřském mléku, plodovém oběhu, nitrooční tekutině, nadledvinách, 
kostech a střevní sliznici [1]. 
Sulfonamidy se z těla eliminují převážně močí, a to z 60 – 90 %, zbytek je eliminován 
stolicí. V moči se kromě volného aktivního sulfonamidu vyskytují neúčinné acetylované 
formy a glukuronid [1]. 
 
2.2.4. Nežádoucí účinky a rezistence 
Běžně se projevujícími nežádoucími účinky jsou poškození ledvin (acetylované metabolity 
jsou hůře rozpustné v moči o kyselém nebo neutrálním pH) [17], jádrový ikterus (bilirubin 
vytěsněný z vazby na plazmatické bílkoviny) [17], přecitlivělost a lékové interakce [10]. 
Interakcí s různými látkami může docházet ke zvýšení toxicity a také ke vzniku 
cytostatických vlastností. Jedná se např. o kumarinové deriváty, methotrexát a deriváty 
sulfonylmočoviny. Je nezbytné upozornit na to, že při pokusech na zvířatech se sulfonamidy 
projevily jako teratogeny [1]. 
Při dlouhodobém užívání léčiv dochází často ke vzniku rezistence patogenních organismů 
vůči těmto látkám. Jedná se například o sekundární rezistenci u streptokoků, pneumokoků, 
gonokoků a jiných. Např. meningokok je rezistentní až v 75 % případů. Podobně je tomu 
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u schigel, kmenů proteů a E. coli. [2]. Mezi jednotlivými typy sulfonamidů existuje téměř 
úplná zkřížená rezistence [2], což ovšem nelze říct o vztahu sulfonamidů vůči ostatním 
antibiotikům [1].  
Tyto látky se několik dekád používaly jako kokcidiostatika u drůbeže, přestože mohou být 
toxické. Toxicita je charakterizována krevní diskrazií a dysfunkcí jater a ledvin [65]. 
Některé z těchto látek mohou být také fototoxiny a fotoalergeny, např. sulfanilamid [66]. 
 
2.3. Tetracykliny 
2.3.1. Vlastnosti 
 Tetracykliny patří svým účinkem do širokospektrálních antibiotik [41, 67, 68], která mají 
identický rozsah antimikrobního účinku. Řadí se mezi sloučeniny „mycinového typu“ 
produkované různými druhy hub rodu Streptomyces [64]. Tetracykliny jsou sloučeniny, 
jejichž základní společnou strukturou je oktahydronaftacenový skelet. Navzájem se liší pouze 
postranními řetězci.  
 
 
 
 
Látka Substituent R1 Substituent R2 Substituent R3 Substituent R4 
Tetracyklin H CH3 OH H 
Chlortetracyklin H CH3 OH H 
Oxytetracyklin H CH3 OH OH 
Doxycyklin H CH3 H OH 
 
Obrázek č. 6: Obecný vzorec tetracyklinu a jeho vybrané substituenty [69] 
 
Tetracykliny jsou žluté krystalické látky, hořké chuti a citlivé na světlo [70,71]. Barevnost 
jim uděluje chromoforní uspořádání na C1 – C4 a C7 - C12 uhlíku [64]. Vodné roztoky těchto 
látek jsou relativně nestabilní. Tetracyklinová antibiotika vytvářejí cheláty s dvojmocnými 
kovovými ionty (Ca2+, Mg2+, Al3+, Fe2+, Fe3+ aj.). Tato vlastnost může nepříznivě ovlivnit 
jejich absorpci a účinnost [12, 42, 72].  
Vzhledem k přítomnosti kyselých fenolických a enolických skupin a bazické 
dimethylamino skupiny řadíme tetracykliny mezi amfoterní sloučeniny, které tvoří soli 
s bázemi i kyselinami [73]. Tyto látky mají tři disociační konstanty odpovídající přítomnosti 
hydroxylové skupiny v poloze 3 (pKa  3,3), dimethylamino skupiny (pKa  7,5) 
a hydroxylové skupiny v pozici 12 (pKa  9,4) [71]. 
Tetracykliny mají poměrně složité stereochemické uspořádání molekul. V závislosti 
na charakteru substituce obsahují až 6 chirálních center na uhlících 4, 4a, 5, 5a, 6 a 12a [73]. 
Ve struktuře těchto látek může za určitých okolností docházet k negativním změnám. 
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Ve vodném roztoku mohou vytvářet epitetracykliny, analoga s jiným prostorovým 
uspořádáním [68, 70]. V silně kyselém roztoku dochází ke vzniku anhydrotetracyklinů, 
-apotetracyklinu a -apotetracyklinů. Oproti tomu v zásaditém prostředí vznikají 
isotetracykliny a ketotetracykliny [25, 29, 73].  
V České republice se v humánní medicíně využívá tetracyklin, oxytetracyklin, doxycyklin, 
minocyklin a rolitetracyklin [1]. 
 
2.3.2. Mechanismus účinku  
Tetracykliny inhibují prokaryotickou proteosyntézu [17], viz obrázek č. 7. Dochází 
k blokaci včleňování aminokyselin do nově vznikajících peptidových řetězců, čímž tyto látky 
vykazují baktericidní působení [1]. Jejich účinek je zaměřen na extracelulárně i intracelulárně 
lokalizované bakterie. Působení těchto léčiv je značně závislé na prostředí. V tělních 
tekutinách, např. ve žluči, často dochází k velkým ztrátám účinku. Tyto látky se totiž rychle 
rozkládají ve vodných roztocích [1]. Tetracykliny působí na gramnegativní a grampozitivní 
bakterie, [67, 74], rickettsie, chlamydie, mykoplazmata a některá protozoa [2, 11]. Dobrý až 
střední účinek vykazují vůči streptokokům, meningokokům, aktinomycetám, boreliím apod. 
[1]. Žádný účinek ovšem nemají na kvasinky, plísně, pseudomonády, často na stafylokoky 
a Streptococcus faecalis [1, 2, 11, 12].  
 
 
 
Obrázek č. 7: Mechanismus účinku tetracyklinových antibiotik 75  
 
2.3.3. Farmakokinetika 
Tetracykliny se vyznačují různou absorpcí po podání [1], např. chlortetracyklin 30 %, 
tetracykliny 60 - 70 %, oxytetracyklin, demeklocyklin, metacyklin, doxycyklin a minocyklin 
95 – 100 %. Absorpce probíhá většinou v tenkém střevě. K jejímu výraznému snížení (kromě 
doxycyklinu a minocyklinu) příspívá přítomná potrava, dvojmocné ionty (Ca2+, Mg2+, Fe2+) 
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[2, 17] a Al3+, mléčné výrobky, přítomnost polyvalentních kationtů a alkalické pH [12, 42, 
72].  
Tetracykliny mají různé poločasy biologické eliminace, které jsou ovlivněny vazbou 
na bílkoviny a zpětnou reabsorpcí. Tyto látky se vážou na plazmatické bílkoviny ze 40-96 %, 
např. minocyklin 75 % a doxycyklin 96 %. Díky tomu je jejich biologický poločas 
16 a 18 hodin [1]. 
Tetracykliny můžeme na základě biologických poločasů eliminace rozdělit na: 
- krátkodobě účinné – chlortetracyklin, tetracyklin, oxytetracyklin 
- středně dlouho účinné – demeklocyklin, metacyklin 
- dlouho účinné – doxycyklin, minocyklin [1]. 
Tetracykliny snadno přestupují do tkání a tělních tekutin s výjimkou mozkomíšního moku. 
Lze je tudíž detekovat v tkáni plic, ledvin, jater, kostí, pohlavních orgánů a ve významné 
koncentraci v mateřském mléce [66, 67, 73]. Tetracykliny tvoří s vápníkem cheláty a vážou se 
v rostoucích kostech a zubech, čímž dochází k jejich poškození [1]. 
Tetracykliny jsou exkreovány ledvinami a žlučí přes gastrointestinální trakt [1, 17]. Část 
těchto látek vyloučená žlučí se ze střeva opět absorbuje (enterohepatální cirkulace) a udržuje 
tak hladinu tetracyklinů v séru [17]. Močí se vylučuje 10 - 50 % těchto látek (především 
glomerulární filtrací) a 10 - 40 % těchto látek se z těla vyloučí stolicí [1, 2, 12].  
 
2.3.4. Nežádoucí účinky a rezistence 
Tetracykliny mohou negativně ovlivnit kostní struktury a zuby (díky snadné vazbě 
na vápník) [2, 17], působit hepatotoxicky, nefrotoxicky a negativně působit ve střevech. Zde 
dochází k pozměnění střevní flóry, potlačení některých koliformních mikrobů a přerůstání 
kmenů pseudomonas sp, proteus sp., stafylokoků, rezistentních koliformních mikrobů, 
klostridií a kmenů candida sp. [12, 17]. Dále mohou výrazně ovlivňovat specifické chuťové 
receptory a způsobovat poruchy chutě [66]. 
Podáním tetracyklinů s jiným lékem se zvyšují jejich nežádoucí účinky [1]. Např. 
kombinace s chloropromazinem způsobuje nitrooční fotochemické poškození [77]. 
V průběhu užívání existuje významné riziko rezistence. Některé bakterie jsou například 
schopny vytvořit molekuly reagující s molekulami tetracyklinů a odstranit je tak z buňky [1]. 
Rezistence, resp. nové rezistentní kmeny byly objeveny mezi hemolytickými streptokoky, 
pneumokoky, klostridiemi a H. influenzae. Také u Edwardsiella tarda byly nalezeny 
rezistentní geny [78]. Jako velký nedostatek je také hodnocen stoupající počet rezistentních 
kmenů mezi gramnegativními tyčinkami a grampozitivními koky a absence baktericidního 
účinku při farmakoterapeutických koncentracích. Mezi tetracykliny byla rovněž pozorována 
téměř úplná zkřížená rezistence [1, 17]. Ta se projevuje jako ztráta schopnosti buňky 
koncentrovat tetracykliny a to tak, že buď chybí bakteriím mechanismy aktivního transportu, 
nebo dochází k rychlému transportu z buňky ven. Tato rezistence je přenášena pomocí 
plazmidů [2]. 
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2.4. Analytický postup 
2.4.1. Vzorkování 
Optimální způsob odběru reprezentativních vzorků je nezbytnou podmínkou pro úspěšné 
provedení analýz vzorků pocházejících ze životního prostředí. Nevhodně provedený odběr 
vzorku může zapříčinit zkreslení nebo znehodnocení výsledků analýz. Odebraný vzorek vody 
musí tedy vykazovat průměrné vlastnosti homogenní matrice [79]. 
Kromě vzorkování odpadních vod na přítoku a odtoku z čistírny odpadních vod se často 
využívá odběrů uvnitř procesů čištění odpadních vod. V tomto případě se provádí odběr tzv. 
směsného neboli kompozitního vzorku. Jeho rozborem však získáme pouze průměrné 
hodnoty parametrů, u kterých lze posuzovat změny hodnot jednotlivých měřených parametrů 
během určitého dne. 
Vhodné místo pro odběr reprezentativního vzorku může být také přítok do aktivační 
nádrže, případně kanalizační síť [80]. 
Odpadní voda odebraná na přítoku do čistírny odpadních vod vykazuje značnou 
nehomogenitu, především jedná-li se o přítoky z různých zdrojů. Proto musí být místo odběru 
vybíráno velmi důsledně. 
Na odtoku z čistírny odpadních vod je voda výrazně čistší, proto nepředstavuje vzorkování 
v tomto bodě čistícího procesu zdaleka takový problém jako na přítoku. Může však docházet 
ke kolísavému průtoku vod díky diskontinuálnímu vypouštění odpadních vod, což může 
zapříčinit nedostačující kvalitu odebraného vzorku [80]. 
Kvalita odebraného vzorku závisí nejen na vhodně zvoleném místě vzorkování, 
ale i na způsobu odběru. Obvykle se provádí ruční vzorkování nebo vzorkování 
automatickým vzorkovačem, který je stále častěji využíván v provozech čistíren odpadních 
vod. Podstatnou výhodou automatických vzorkovačů je především opakovatelnost a možnost 
odebírat vzorky nepřetržitě v přesných časových intervalech. 
Pro odběr vzorků odpadních vod se nejčastěji používají skleněné a plastové vzorkovnice 
a to v závislosti na vlastnostech polutantu, který má být v odpadní vodě stanovován. Pokud je 
dekontaminace vzorkovnic časově a ekonomicky náročná, lze použít i jednorázové 
vzorkovací vaky. V případě vzorkování pro stanovení léčiv v odpadních vodách nelze vždy 
použít polypropylenové vzorkovnice, protože bylo zjištěno, že některé druhy léčiv se sorbují 
na stěny [81, 82]. Z tohoto důvodu se využívá především skleněných vzorkovnic. 
Vzorkovnice se obvykle volí tmavé barvy s teflonovými víčky. Před odebráním vzorku je 
však nutné je patřičně dekontaminovat. 
Odebrané vzorky jsou obvykle skladovány ve tmě a chladu (4 °C), aby bylo zabráněno 
biodegradaci a fotodegradaci analytů [83]. Z tohoto důvodu je třeba kontrolovat teplotu 
i při samotném transportu vzorků do laboratoře. K tomuto se často využívá přenosných 
chladicích boxů. Některé zdroje doporučují zamrazení vzorků při – 18 °C [83]. 
 
2.4.2. Úprava vzorku 
Nejprve je třeba z odebraných vzorků odpadní vody odstranit suspendovanou hmotu. 
Na tuto část úpravy vzorků jsou s výhodou využívány nylonové membránové filtry (0,45 m) 
[80, 81] a filtry ze skelných mikrovláken (0,4 - 0,7 m) [35, 81, 85, 86].  
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Před filtrací vzorků vody z přítoku nebo odtoku z čistírny odpadních vod je možné použít 
centrifugaci [83, 86].  Nelze však využít papírové filtry, protože může docházet k zachycení 
analytu na filtru [83]. 
Pokud se nepřistupuje k izolaci analytů ze vzorků okamžitě, jsou vzorkovnice skladovány 
při teplotě 4 °C v lednici, čímž lze zabránit již zmíněné degradaci sledovaných analytů. 
Doporučená maximální doba skladování vzorků před zpracováním se uvádí 72 hodin [35, 82, 
83, 86]. Pokud není možné analýzu léčiv (sulfonamidů a tetracyklinů) v tomto časovém 
intervalu provést, mohou být vzorky konzervovány přídavkem 1% roztoku formaldehydu 
a skladovány až do provedení analýzy [84]. 
Do vzorků odebíraných na odtoku z čistírny odpadních vod určených pro stanovení 
metodou LC-UV (kapalinová chromatografie s detekcí ultrafialovým zářením) je často 
přidáván Na2S2O3 na odstranění reziduálního chloru. Thiosíran je přidáván pouze v případě, 
že nedochází k jeho reakci se stanovovanými léčivy [82]. 
Dalším krokem úpravy vzorků je izolace a zakoncentrování analytů. V případě antibiotik 
se provádí extrakcí nebo lyofilizací. Obvykle se využívá extrakce tuhou fází (SPE), 
mikroextrakcí na pevnou fázi (SPME) nebo extrakce kapalina - kapalina (LLE) [87]. 
2.4.2.1. Extrakce tuhou fází 
Při extrakci tuhou fází dochází k rovnovážnému rozdělení analytu mezi kapalinu a pevnou 
fázi. Tento typ extrakce je určitou alternativou k extrakci kapalina – kapalina [87], která 
někdy přináší problémy s tvorbou emulzí, odpařováním velkých objemů rozpouštědel 
a odpady toxických rozpouštědel [31]. 
Pro extrakci tuhou fází existují dvě varianty, statická a dynamická. V dnešní době se 
pro léčiva využívá především dynamická metoda. V této metodě prochází roztok vzorku 
přes sorpční kolonku, která obsahuje vhodný sorbent v množství řádově miligramů až gramů.  
 
 
 
Obrázek č. 8: Vakuový manifold s extrakčními kolonkami. 88 
 
Průtok vzorku je umožněn buď gravitací, přetlakem na vstupu (čerpadlem, injekční 
stříkačkou) nebo podtlakem na výstupu (připojeným vakuem) [89]. 
Sorbent pro extrakci analytů z odpadních vod je vybírán podle charakteru látky, která má 
být zakoncentrována. Nejdůležitější je posouzení povahy a počtu funkčních skupin analytu, 
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polarity, kyselosti apod. Dále je nutno posoudit možné interakce mezi analytem a sorbentem. 
Zřídka je však selektivita sorbentu tak vysoká, aby docházelo k zachycení jenom analytu 
a ostatní složky, které tvoří matrici, prošly. Matrici nelze zcela odstranit bez toho, aby nedošlo 
ke ztrátě části analytu. Tento jev je typický pro většinu dnes používaných sorbentů. Pro sorpci 
netěkavých organických látek je možno použít buď hydrofobní sorbenty (aktivní uhlí, 
silikagel modifikovaný alkylsilany, polymerní sorbenty) nebo měniče iontů (aniontů, 
kationtů) [87]. 
U extrakce sulfonamidů a tetracyklinů tuhou fází jsou používány například sorbenty 
na bázi silikagelu s navázanými skupinami, nejčastěji C18: LiChrolute RP-18 [85], Discovery 
DSC-18 [68], Bakerbond C18 [90], Supelco C18 [91], Varian C18 [92]; na uhlíkové bázi 
Supelclean ENVI-CARB [93] nebo na iontoměničové bázi: katex Oasis MCX [94] nebo anex 
Isolute SAX [42, 95, 96]. Nejčastěji je však využívána kolonka HLB [23, 34, 35, 38, 52, 74, 
76, 97 - 102] a Strata X [103]. Jedná se o  kolonky se sorbentem s vyváženými 
hydrofilně-lipofilními vlastnostmi (viz obrázek č. 3) na polymerní bázi, např. 
styren-divinylbenzen. Tyto kolonky se používají samostatně (Strata X) nebo častěji 
v kombinaci s jiným typem sorbentu: například Isolute a HLB, C18 a HLB, MCX a HLB, 
SAX a HLB [42, 85, 92, 96, 104]. 
 
 
 
Obrázek č. 9: Princip SPE kolonky s vyváženými hydrofilně-lipofilními vlastnostmi (HLB) 
[105]. 
 
Vlastní extrakci lze rozdělit do několika částí [106]: 
- kondicionace sorbentu - Jedná se o kondicionaci měničů iontů či solvataci skupiny 
vázané na povrchu sorbentu a úpravu prostředí pro vlastní vzorek. U extrakce sulfonamidů se 
využívá jako činidla methanol [34, 38, 92, 103], methanol s vodou [83,90,107], vodu 
s upraveným pH ≈ 3 kyselinou sírovou [95, 108], kyselinu fosforečnou [82] nebo kyselinu 
chlorovodíkovou [35, 98, 109]. Pro stanovení tetracyklinů je vhodná kondicionace 
methanolem [95, 101, 103], methanolem s okyselenou vodou (pH 2 - 4) [91, 95, 101, 108], 
methanolem s 5% hydroxidem amonným [32] nebo methanolem s 0,5N kyselinou 
chlorovodíkovou [18, 35, 109, 110]. U tohoto druhu léčiv se ke kondicionaci často využívá 
McIlvainova pufru s přídavkem EDTA (ethylendiamintetraacetát) [28, 68, 76, 96] 
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nebo samotným EDTA [102, 111]. EDTA je přidáván proto, aby nedocházelo ke komplexaci 
analytů (tetracyklinů) s atomy Mg2+, Ca2+, Fe2+, Fe3+ a pod. [85, 104]. 
U extrakce sulfonamidů a tetracyklinů pomocí měničů iontů se kondicionace kolonek 
obvykle provádí methanolem [96] nebo methanolem s vodou [94] nebo n-hexanem [85]. 
U tetracyklinů lze také využít McIlvainův pufr [95], jak již bylo zmíněno výše.  
- aplikace vzorku – Při tomto kroku je analyt částečně oddělen od vzorku. Lze nastavit 
různou rychlost průtoku 2 - 20 ml/min [85, 110].  
- promytí sorbentu – Dochází k vymytí zbytků matrice vzorku a k odstranění 
interferujících složek bez eluce analytu. Jako promývací činidlo se často využívá voda [32, 
35, 38, 74, 92, 98, 99, 112], okyselená voda [83] nebo roztok methanolu [67, 68, 109]. 
V některých případech se tento krok vynechává [90, 103].  
- sušení kolonky – Tato část je prováděna, pokud se eluční rozpouštědlo výrazně liší 
od promývacího roztoku [113]. Kolonky se vysušují buďto dusíkem nebo proudem vzduchu 
vytvořeným pumpou.   
- eluce analytu – Jedná se v podstatě o selektivní desorpci analytů z pevné fáze [113]. 
Na eluci sulfonamidů jsou často používány různě koncentrované roztoky methanolu s vodou 
[34, 35, 38, 42, 91, 92, 95, 101, 107, 112] nebo také methanol s přídavkem NH4OH [32, 95, 
108, 109], případně s acetonitrilem [68, 114] nebo triethylaminem [83, 111]. 
U tetracyklinů je oproti tomu využíván čistý methanol [23, 35, 67, 74, 91, 95, 97, 101], 
methanol s hydroxidem amonným [32, 108, 109], methanol s 1% kyselinou tetrafluoroctovou 
[35, 95] nebo s kyselinou šťavelovou [68], případně acetonitril [100, 114]. 
Po eluci jsou analyty často zakoncentrovány odpařením rozpouštědla v atmosféře plynného 
dusíku buďto do sucha, nebo na definovaný objem [52, 92]. Poté jsou analyty znovu 
rozpuštěny v malém množství mobilní fáze [32, 34, 35, 68, 74, 82, 94, 98, 108, 109], 
methanolu [38, 67, 91, 101, 102], zředěného methanolu [112], vody [90, 100, 114] nebo 
zředěného acetonitrilu [83, 91].  
 
 
 
Obrázek č. 10: Postup při extrakci tuhou fází [106] 
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2.4.2.2. Lyofilizace 
V případě, že jsou v odpadních vodách stanovovány tetracykliny, lze pro zakoncentrování 
analytu využít lyofilizaci [33, 85, 113]. 
Lyofilizace je tzv. sušení vymrazováním. Jedná se o šetrnou metodu fungující na základě 
fyzikálního jevu sublimace ledu, čímž je vzorek zbaven volné, neboli chemicky nevázané 
vody [115]. Tato metoda dosahuje většinou vysoké účinnosti, přibližně 80 % [104].  
Vzorky odebrané odpadní vody musí být nejdříve přefiltrovány přes křemenný filtr s póry 
menšími než 1 μm [33, 104]. U filtrátu se obvykle upravuje pH na hodnotu přibližně rovnu 3 
[104]. Do vzorku musí být také přidávána sodná sůl EDTA jako prevence proti vytváření 
pevného uhličitanu vápenatého a hořečnatého a proti vytváření komplexů Mg, Ca 
s tetracykliny. Poté je vzorek rotačně zamražen v ethanolové lázni při – 30 °C a následně 
vysušen pomocí vakua. Sušení je obvykle prováděno po dobu 15 hodin. Rezidua jsou poté 
rozpuštěna obvykle ve fosfátovém pufru [33, 85, 104]. 
Vzorek je skladován při – 20 °C až do analýzy. Před vlastní analýzou je třeba vzorek 
přefiltrovat přes PTFE filtr (0,45 μm) kvůli odstranění komplexů s EDTA [85]. 
 
2.4.2.3. Kapalinová extrakce 
Pro izolaci a zakoncentrování sulfonamidů ze vzorků odpadních vod lze využít i extrakci 
kapalina – kapalina [24]. Jedná se o rovnovážnou distribuci mezi dvě nemísitelné fáze [81], 
kdy je vzorek vody vytřepán extrakčním rozpouštědlem [116]. Metoda je účinná tehdy, pokud 
je analyt v extrakčním činidle dostatečně dobře rozpustný. Při volbě extrakčního rozpouštědla 
se uplatňuje pravidlo, které říká, že pro izolaci polárních analytů je třeba použít polárnějšího 
rozpouštědla a naopak [116]. Pro kapalinovou extrakci sulfonamidů se ve většině případů 
jako extrakčního činidla využívá ethylacetátu [117 - 121]. U vzorku odpadní vody je 
upraveno pH na hodnotu přibližně 6 [117, 118] a k extrakci se používá dostatečné množství 
ethylacetátu, obvykle v poměru 1:1 [117]. Ve většině případů není výtěžek jediné extrakce 
dostačující, proto extrakci opakujeme, vždy s čerstvým rozpouštědlem [81]. Extrakty jsou 
spojeny a následně odpařeny na rotační vakuové odparce do sucha. Rezidua jsou rozpuštěna 
v mobilní fázi nebo ve vodném roztoku kyseliny chlorovodíkové [117]. Jako mobilní fáze je 
využíván octanový pufr [117, 118, 119, 121] nebo roztok kyseliny fosforečné [120]. 
Kapalinová extrakce je často kombinována s extrakcí tuhou fází, která je v postupu zařazena 
kvůli dočištění a zakoncentrování extrahovaného analytu. SPE se zařazuje buďto po odpaření 
vzorku [121] nebo přímo po extrakci kapalina – kapalina [120]. Eluce se provádí převážně 
roztokem amoniaku v methanolu [121] nebo kyselinou fosforečnou v acetonitrilu [120]. 
 
2.4.2.4. Sonikace 
Jednou z dalších extrakčních metod je sonikace (USE - Ultrasonic Solvent Extraction). 
Tato extrakce je obvykle kombinována s jiným typem extrakce [104, 119], například s SPE. 
U tetracyklinů se využívá extrakce McIlvainovým pufrem [67, 76, 109] s přídavkem 
EDTA kvůli zabránění komplexace těchto léčiv s Ca2+, Mg2+ a Fe3+ ionty [23, 35, 100, 102, 
111, 114].  
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2.4.2.5. Mikroextrakce na pevnou fázi  
Mikroextrakce na pevnou fázi (SPME) je v podstatě obdobou extrakce pevnou fází (SPE), 
liší se pouze technikou provedení. Při analýze antibiotik bývá SPME technika spojena pouze 
s kapalinovou chromatografií [122, 123, 124], protože při stanovení plynovou chromatografií 
musí být analyty nejdříve upraveny derivatizací, aby mohly být vůbec touto metodou 
detekovány. SPME - GC je také vhodná převážně jen pro těkavé a středně těkavé organické 
látky [125, 126].  
SPME může nabídnout jiné výhody než SPE. Například je ekonomicky výhodnější; vlákno 
je možno opakovatelně využít a pro celý proces se spotřebovává velmi málo rozpouštědla 
[122].  
Tato technika zahrnuje vzorkování, extrakci, zakoncentrování a nástřik v jednom kroku 
[41, 125, 126]. Extrakce je založena na principu rozdělení analytů mezi fázi imobilizovanou 
na křemenném povrchu a matricí [125, 126]. Po vytvoření rovnováhy jsou sorbované analyty 
desorbovány buď termálně v injektoru plynového chromatografu, nebo mobilní fází 
ve speciálně upraveném dávkovacím ventilu kapalinového chromatografu.  
Existují dva základní typy této extrakce: v kapiláře a na vlákně. 
 SPME na vlákně je založena na křemenném vlákně pokrytém tenkou vrstvou pevné 
nebo kapalné fáze [122]. Povrch vlákna je chráněn ocelovou kapilárou – jehlou, do které 
může vlákno zajíždět [113]. Extrakce analytů z vodných vzorků je prováděna přímým 
ponořením vlákna do vzorku až do ustálení sorpční rovnováhy (2 - 30 minut) [113, 122, 126], 
viz obrázek č. 11 [127] 
 
 
 
Obrázek č. 11: SPME extrakce na vlákně. [127]  
 
Po prekoncentraci musí být analyty z vlákna desorbovány pro následnou 
chromatografickou analýzu. U GC analýzy je desorpce přímá a je založena na zahřátí vlákna 
v injekčním prostoru GC přístroje. HPLC analýza oproti tomu vyžaduje desorpci analytů 
malým množstvím rozpouštědla (acetonitril s vodou 15/85 [126], methanol [122]) ve vhodné 
desorpční komoře [128]. Typická vlákna používaná při analýze léčiv v odpadních vodách jsou 
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polydimethylsiloxan (PDMS), polyakrylát (PA), [125] karbowax/divinylbenzen (CW/DVB), 
PDMS/DVB a CW/TRP [122, 125, 126]. 
SPME v kapiláře využívá kapilár, jejichž vnitřní strana je pokryta sorbentem [123]. 
Pro tuto extrakci se využívá komerčně dostupných GC kolon s velkým množstvím druhů 
stacionárních fází. Kapilára je plněna vodným vzorkem a analyty jsou zachyceny na jejím 
vnitřním povrchu. Desorpce je provedena termálně nebo proplachem organickým 
rozpouštědlem [128].   
Pro extrakci léčiv v kapiláře lze využít polymerní monolitické kapilární kolony [41] 
nebo kolony na bázi kopolymeru, např. metakrylová kyselina-ethylenglykol-dimethakrylát. 
Tyto kolony se vyznačují dobrou selektivitou [125]. 
SPME zahrnuje širokou škálu aplikací. Ovšem jako extrakční technika pro stanovení léčiv 
je povětšinou využívána u biologických matric, jako je mléko, moč a plazma. 
Při zpracování environmentálních vzorků je mnohem méně využívána [122], protože izolace 
analytů z matrice je ovlivněna množstvím komerčně dostupných vláken, kterých je pro HPLC 
analýzu jen několik typů [123, 125]. Výhodou této metody jsou nízké detekční limity 
a možnost použití vlákna o různé polaritě a tloušťce adsorbentu [113]. 
2.4.3. Vlastní separační metoda 
Volba finální analytické metody zvolených druhů léčiv je ovlivněna jejich vlastnostmi, 
především jejich netěkavostí a relativní termolabilitou.  
Vzhledem k těmto omezením je pro stanovení antibiotik v největší míře využívána 
kapalinová chromatografie [129].  Kromě zmíněné metody lze použít i kapilární elektroforézu 
[130 - 132] nebo plynovou chromatografii [79]. Poslední jmenovaná metoda je vhodná pouze 
po úpravě izolovaných analytů derivatizací [104, 132]. 
 
2.4.3.1. Kapalinová chromatografie 
Kapalinová chromatografie aplikovaná při stanovení tetracyklinů a sulfonamidů je 
prováděna v systému obrácených fází, který je charakteristický vyšší polaritou mobilní fáze 
oproti fázi stacionární. Jedná se o typ rozdělovací chromatografie, kdy dochází k rozdělení 
analytů mezi dvě nemísitelné kapalné fáze. Schéma kapalinového chromatografu, viz obrázek 
č. 13 
Vlastní separace analytů probíhá na koloně. V současnosti je hojně využívána 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie, která se odlišuje od klasické kolonové 
chromatografie užitím kratších kolon s menším vnitřním průměrem a náplněmi 
tvořenými malými částicemi sférického tvaru a jednotného průměru, což výrazně zvyšuje 
účinnost separace analytů [133]. Vzhledem k velikosti částic je třeba použít vysokého tlaku, 
aby byla mobilní fáze schopna protékat kolonou požadovanou průtokovou rychlostí [104]. 
Kolony doporučované k separaci léčiv obsahují převážně stacionární fázi na bázi 
silikagelu nebo polymeru [74] s navázanými funkčními skupinami. Nejčastěji se jedná 
o oktadecyl (C18) [4, 18, 28, 29, 34, 35, 38, 42, 68, 76, 82, 83, 90 - 94, 96, 98 - 100, 103, 
107 - 109, 111, 112, 114, 117 - 120, 134, 135, 136] nebo oktyl (C8) [4, 32, 67, 85, 121, 136]. 
Dále lze využít silikagel s fenyl [51, 137] skupinou, kyano skupinou [101], alkylamidovou 
[107]  nebo dodecyl  (12) skupinou [52]. Vesměs se jedná o kolony o rozměrech 125 [85, 96, 
138] x 30 [90, 118, 137] mm a velikosti částic 3 [29, 32] - 5 [85, 122] μm. Je možné použít 
i kolony s menšími částicemi a kratší [18, 35].  
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Chromatografická analýza je ovlivnitelná nejen zvoleným typem kolony, ale i použitými 
mobilními fázemi, jejich průtokovou rychlostí a teplotou kolony. 
Průtokové rychlosti mobilní fáze kolonou jsou závislé na použité koloně (průměru, 
velikosti částic). Vyšší průtok mobilní fáze urychluje analýzu a současně také dochází 
zároveň ke vzrůstu tlaku [138]. Obvykle jsou hodnoty průtoku používány v rozmezí 
od 0,15 ml/min [97, 118] do 2 ml/min [110]. Nejčastěji se však využívá průtoků 0,2 ml/min 
[38, 92, 100, 103, 108, 111, 112, 140] a 1 ml/min [67, 74, 76, 91, 93, 96, 98, 99, 101, 123, 
126, 134, 138, 141].  
Mobilní fáze u kapalinové chromatografie, vyjma u gelové permeační chromatografie, 
musí interagovat s příslušnou stacionární fází za separace směsi tak rychle a účinně, jak je to 
jen možné. Proto je třeba splnit několik základních požadavků: 
A) Mobilní fáze nesmí reagovat s roztokem vzorku a nesmí způsobovat korozi 
jednotlivých částí přístroje.  
B) V případě, že je použit UV detektor, mobilní fáze musí být celkově transparentní 
v požadované oblasti vlnových délek. 
C) Nízká viskozita rozpouštědla způsobuje nižší pokles tlaku oproti rozpouštědlu 
s vyšší viskozitou při daném průtoku, což umožňuje rychlejší transfer hmoty a tudíž 
rychlejší chromatografii [139]. 
Podstatnou vlastností mobilní fáze je její pH, které musí dosahovat hodnoty minimálně dvě 
jednotky od hodnoty pKa daného analytu, aby se analyty nevyskytovaly v disociované formě. 
Tyto mobilní fáze jsou efektivní v rozmezí ± 1 pH od jejich hodnoty pKa [139]. 
Mobilní fáze využívané při stanovení tetracyklinů a sulfonamidů jsou acetonitril 
nebo methanol s vodným roztokem kyseliny mravenčí [18, 29, 38, 52, 83, 97, 107, 110, 118, 
135, 136, 142], mravenčanového pufru [32, 94, 119, 122, 136, 142], kyseliny trifluoroctové 
[28, 29, 42, 91, 96, 111], kyseliny šťavelové [4, 76, 85, 109, 136, 140] nebo šťavelanu [76], 
kyseliny octové [4, 98] nebo octanového pufru [103, 108, 121, 141] a kyseliny fosforečné [93, 
120] nebo fosforečnanového pufru [4, 132, 143]. Také lze využít směs acetonitrilu s vodou 
[99, 124, 112]. Rozdíl možnosti použití mobilních fází závisí na typu detektoru. 
Teplota kolony je volena v závislosti na vlastnostech kolony a analytů. S rostoucí teplotou 
obvykle roste i účinnost kolony díky klesající viskozitě mobilní fáze, která zlepšuje přenos 
hmoty. Zvýšená teplota může naopak negativně ovlivnit stanovované látky, které se mohou 
jejím vlivem rozkládat. Dále vzrůstá tenze par rozpouštědla, což může způsobit tvorbu bublin 
v detektoru. Může docházet ke vzniku „spiků“ na základní linii a vzniku falešných (ghost) 
píků [139]. 
Pro stanovení tetracyklinů a sulfonamidů je obvykle využíváno rozmezí 13 °C až 45 °C 
[29,102], nejčastěji je však volena teplota 25 °C [18, 68, 91, 92, 103, 119, 120, 124, 138] 
a 30 °C [34, 51, 82, 90, 100, 101, 137].  
 
2.4.3.1.1. Typy detektorů v HPLC 
Při stanovení tetracyklinů a sulfonamidů jsou ve spojení s kapalinovou chromatografií 
využívány převážně fotometrické, fluorescenční a hmotnostní detektory. 
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Fotometrický detektor  
 
Mezi fotometrické detektory jsou zařazovány konvenční UV - VIS detektory a detektory 
diodového pole (DAD). Při srovnání těchto detektorů je patrné, že DAD detektor využívá 
inverzní optiku. Světelný tok emitovaný vhodným zdrojem prochází měrnou celou a následně 
je rozdělen na polychromátoru. Světelné spektrum dopadá na diodové pole, přičemž každá 
dioda registruje definovanou část (vlnovou délku) a zaznamenaná informace je vedena 
ke zpracování [139]. Tímto způsobem je zaznamenáno celé zvolené spektrum vlnových délek 
v jednom kroku. Znalost spekter jednotlivých sloučenin umožňuje rychlé nastavení detekční 
vlnové délky. Takovým způsobem je možno eliminovat případné interference a lze vlnovou 
délku s výhodou měnit v rámci jedné chromatografické analýzy [139]. V daných podmínkách 
analýzy mají analyty charakteristická spektra, takže v případě nejistoty u reálného vzorku 
při porovnání retenčních charakteristik je možné také porovnat UV spektra. (Viz obrázek č. 
12) 
 
 
 
Obrázek č. 12: Absorpční spektrum tetracyklinu. 
 
Při detekci sulfonamidů i tetracyklinů jsou využívány oba typy fotometrických detektorů, 
jak konvenční UV [28, 29, 42, 96, 98, 117, 120, 134], tak DAD detektor [41, 67, 68, 90 - 92, 
94, 101, 118, 121, 123].   
Vlnová délka pro stanovení sulfonamidů se obvykle pohybuje v rozmezí 260 – 285 nm. 
Do hodnoty 220 nm je pozorovatelný velký šum základní linie a do vlnové délky 255 nm 
bývá analýza ovlivněna vysokým pozadím pocházejícím ze stop ethylacetátu z případné 
extrakce kapalina – kapalina, kterou lze u sulfonamidů použít [117]. 
Pro stanovení tetracyklinových antibiotik se optimální vlnová délka pohybuje v rozmezí 
265 – 285 nm [97] a 355 – 365 nm [28, 41, 67, 68, 96]. Pro tyto látky je charakteristické, že 
mají v těchto intervalech dvě absorpční maxima, jak je patrné z obrázku č. 12. 
Detekční limity pro sulfonamidy se pohybují v rozmezí 0,25 – 15 μg/l [42, 91, 98, 117] 
a pro tetracykliny v hodnotách 0,25 – 3,5 μg/l [28, 68, 123].  
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Fluorescenční detektor  
 
Fluorescenční detektor je založen na měření sekundárního (emisního) záření, které látka 
uvolní po absorpci primárního (excitačního) záření. Tento detektor vykazuje nižšími 
detekčními limity oproti fotometrickému detektoru, přibližně o tři řády [89, 139]. Podstatnou 
výhodou je také redukce interferencí, kterou UV metody postrádají [141]. 
Tetracykliny jsou látky vykazující se nízkou hodnotou přirozené fluorescence, proto se její 
hodnota zvyšuje chelatací těchto látek s divaletními a trivalentními kationty. Často je 
využíván CaCl2 [141], ale také se využívá Mg2+, Eu2+ za neutrálního nebo alkalického pH 
nebo Al3+, či Zr4+ v kyselém prostředí [23]. Bylo zjištěno, že velmi dobré fluorescenční 
činidlo je malonátový pufr (pH = 6,5) s přídavkem Mg2+ [51,137], CaCl2 s EDTA [137, 141] 
nebo octan hořečnatý v prostředí dimethylformamidu [76]. Kombinace CaCl2 s EDTA je 
vhodná proto, že Ca2+ zvyšuje významně intenzitu píku (24x) a ethylendiamintetraacetát 
(EDTA) pozitivně ovlivňuje odezvu, aniž by se zvětšila šířka píku. Toto se děje díky tvorbě 
komplexu tetracyklin-Ca2+ - EDTA [141]. Jak bylo zjištěno, je vhodné Ca2+ nahradit 
efektivnějším Mg2+ [137]. Excitační vlnové délky vhodné pro tetracykliny se obvykle 
pohybují v intervalu 270 - 375 nm [23], nejčastěji však bývá používáno 375 nm [51, 137, 
141] a emisní vlnové délky v rozmezí 370 - 540 nm [23], často 535 nm [51, 137] nebo 
512 nm [141]. 
Sulfonamidy jsou látky prakticky vůbec nefluoreskující. Proto je nezbytné provést 
derivatizaci těchto látek pomocí fluoreskaminu, což je látka umožňující fluorescenci 
primárních alifatických a aromatických aminů [143]. Obvykle se využívá v koncentraci 0,1 % 
[143] v kombinaci s methanolem nebo acetonitrilem v kyselém prostředí vytvořeném 
kyselinou mravenčí (pH = 3,4) [99] nebo McIlvainovým pufrem [96]. Takto zderivatizované 
sulfonamidy vykazují stabilní fluorescenci po dobu minimálně osmi hodin [96, 99]. Excitační 
vlnové délky vhodné pro sulfonamidy se obvykle pohybují v intervalu 400 - 405 nm [96, 143] 
a emisní vlnové délky v rozmezí 480 – 500 nm [92, 99].  
Detekční limity (LOD), jak již bylo zmíněno výše, se u fluorescenčního detektoru pohybují 
na nižších hladinách hodnot než u fotometrického detektoru, tj. přibližně v intervalu 
2,5 ng/l [140] – 10 μg/l [23]. 
Hmotnostní detektor  
 
Pro spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí je nutno splnit několik 
podmínek. Jsou využívány kolony s malým průměrem, což vyžaduje snížení průtokové 
rychlosti mobilní fáze a umožňuje přímý převod do LC systému. Mobilní fáze v LC-MS musí 
být těkavá s nízkým obsahem solí, které snižují výtěžek ionizace a zanášejí iontový zdroj. 
U hmotnostní detekce je vhodnější použít methanol než acetonitril. Touto změnou se výrazně 
zvýší výtěžek ionizace [144]. Hmotnostní detektor pro HPLC obsahuje tři základní části: 
iontový zdroj, hmotnostní analyzátor a detektor. Nejběžnější iontový zdroj využívaný 
v analýze léčiv je elektrosprej (ESI) [33, 52, 102, 112, 135] nebo chemická ionizace 
za atmosférického tlaku (APCI) [122], které patří mezi tzv. měkké ionizační techniky. 
Jednoduchost hmotnostních spekter získaných měkkými ionizačními technikami je výhodná 
pro určení Mr neznámé látky, ale na druhé straně malé množství fragmentových iontů může 
znesnadňovat odvození struktury, což lze vyřešit použitím tandemové hmotnostní 
spektrometrie s HPLC [145] (HPLC-MS-MS) [38, 74, 100, 103, 107, 108, 114, 136]. 
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Analyzátory využívané v HPLC-MS při stanovení antibiotik jsou kvadrupól [104] a iontová 
past [18, 83]. 
V souladu s údaji literatury [124] je APCI vhodnější než ESI při porovnání měření odezvy 
roztoku standardu. Dle [124] mohou být nastaveny podmínky pro stanovení sulfonamidů 
při měření s APCI takto: teplota odpaření 400 °C, průtok dusíku 15 l/min, výbojový proud 
1,0 μA, teplota kapiláry 120 °C a napětí na kapiláře 14 V. Charakteristický fragmentový ion 
pro sulfonamidy je m/z 156, což odpovídá [NH2C6H4SO2]+. Další charakteristické ionty 
pro sulfonamidy jsou m/z 108 a 92 [124, 140]. Také se zde vyskytuje ion m/z 65, který 
pravděpodobně odpovídá fragmentu aromatického cyklu [C5H5]+ [124]. Pro molekulární 
adukt [M + H]+ sulfathiazolu je hodnota m/z 256, u sulfamerazinu 265, sulfamethizolu 271, 
sulfamethazinu 279, sulfachlorpyridazinu 285, sulfamethoxazolu 254, sulfadimethoxinu 311 
a trimethoprimu 291. [32, 82, 83, 109, 119, 145].   
Dle literatury lze stanovit tetracyklinová antibiotika například za následujících podmínek: 
zdrojové napětí 6,0 kV (konstantní pro všechny analyty), napětí na kapiláře 16 – 45 V 
a kolizní energie byla individuálně optimalizována pro každou sloučeninu [83]. 
Molekulárnímu aduktu [M + H]+ oxytetracyklinu náleží hodnota m/z 461, 
chlortetracyklinu 479, minocyklinu 458, demeklocyklinu 465, meklocyklinu 477, tetracyklinu 
445 a doxycyklinu 445 [32, 35, 109, 110]. 
 
2.4.3.2. Plynová chromatografie 
Ve výjimečných případech je pro stanovení antibiotik v odpadních vodách využívána 
také plynová chromatografie s chemickou ionizací nebo elektronovou ionizací [128]. Použití 
této analytické metody je však složitější. Antibiotika jsou látky netěkavé a stabilní pouze 
v omezeném teplotním intervalu. Díky tomu musí být změněna struktura stanovovaných 
látek, léčiva jsou derivatizována. Jako derivatizační činidlo pro sulfonamidy je využíván 
nejčastěji diazomethan [136, 146]. Derivatizace je provedena převedením sulfonamidů 
na N1-methyl deriváty [146]. U těchto stanovení je využíván hmotnostní detektor (GC - MS) 
[30, 49, 126, 128, 142, 146, 147, 148, 149, 150], tandemové uspořádání GC-MS-MS [24, 30, 
128, 142, 150] nebo atomový emisní detektor [118, 146, 151]. Pro stanovení sulfonamidů 
může být využita například kolona DB-1 (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 μm tloušťka filmu) 
při teplotním programu: 40 °C po dobu 1 min, 30 °C /min do 200 °C a 6 °C/min do 280 °C, 
konstantní po dobu 10 min [150]. 
 
2.4.3.3. Kapilární elektroforéza 
Kapilární elektroforéza je rychle se rozšiřující metodou využívanou jako alternativa 
ke kapalinové chromatografii (HPLC) [152, 153]. Touto metodou lze stanovit i několik 
různých druhů léčiv a jejich reziduí, například spojením CE - MS [132]. 
Pro stanovení antibiotik je využívána kapilární zónová elektroforéza [154, 155, 156, 157] 
a micelární elektrokinetická chromatografie [153, 158, 159]. Analyty lze detekovat buď výše 
zmíněným hmotnostním detektorem [129] nebo detektorem diodového pole [153, 158, 159]. 
Tato metoda je s výhodou využívána u tetracyklinů [157]. 
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2.5. Mikrobiologický rozbor 
Mikroorganismy tvoří ve vodě nevyhnutnou a specifickou biocenózu. Proto je podstatné 
jejich určení pro charakterizaci daného typu vody. Počty kolonií daných mikroorganismů jsou 
stanovovány pomocí kultivačních medií.  
Kultivační média se mohou připravovat buď ze základních ingrediencí anebo z komerčně 
dodávaných dehydratovaných preparátů. Média připravovaná laboratorně podle předem 
zvolené receptury jsou zvlášť vhodná pro výzkumné práce, neboť umožňují provést v případě 
potřeby některé změny ve složení media nebo v koncentraci jeho ingrediencí. U průmyslově 
vyráběných dehydratovaných medií je kromě vysoké standardnosti výhodou jednoduchá 
a rychlá příprava. Kapalná živná média jsou připravována rozpouštěním všech komponent 
v destilované vodě podle předpisu. Při rozpouštění je přídávána nejprve jedna složka a až 
po rozpuštění se přidává další. Stopová množství živin jsou doplňována ve formě 
koncentrovaných roztoků. Po rozpuštění všech ingrediencí je upravována hodnota pH. Pokud 
nejsou kultivační média použita ihned po přípravě, musí být uchována v temnu, při teplotě 
přibližně 4°C nejdéle jeden měsíc.160 
Podle původu a přípravy můžeme živná media dělit na: 
a) Přirozená – mléko, mrkev, jablko, štávy, semena. Jsou určena pro krátkodobou 
kultivaci určitého mikroorganismu. 
b) Synteticko – komplexní (polysyntetická) – masová voda, peptony, kvasniční extrakt, 
krev. Kromě chemicky definovaných sloučenin obsahují i odvar, výluhy 
nebo hydrolyzáty některých přírodních materiálů jako zdroj vitamínů a aminokyselin. 
c) Syntetická – chemicky přesně definovaná, jako směs organických a anorganických 
sloučenin. Používají se většinou pro studijní účely nebo ke kultivaci striktně 
litotrofních mikroorganismů.160 
Hlavním cílem mikrobiologického rozboru vod je získání souboru informací o tom, jaké 
druhy či vyšší taxonomické skupiny mikroorganismů se ve vodě vyskytují a jak vysoký je 
počet v určité objemové jednotce. 
Ve vodách se nejčastěji stanovují psychrofilní, mezofilní bakterie a indikátory fekálního 
znečištění jako jsou například koliformní bakterie, E. coli a Clostridium perfringens. 161 
Psychrofilní bakterie jsou mikroorganismy s růstovým optimem 20°C a indikují přítomnost 
organických látek rychle rozložitelných bakteriemi při nízkých teplotách. Oproti tomu 
mezofilní bakterie rostou aerobně při teplotě 37°C a indikují znečištění mikroflórou 
teplokrevných živočichů a člověka, včetně mikrobů patogenních. Koliformní bakterií zahrnují 
příslušníky rodu Escherichia, Citrobacter, Enterobacter a Klebsiela. Z hygienického hlediska 
je nejdůležitější sledování E. coli, která se nachází ve spodní části střevního traktu člověka 
a teplokrevných zvířat a vyskytuje se tedy i ve výkalech. Dalším indikátorem fekálního 
znečištění jsou spory anaerobních klostridií redukujících sulfity, jejichž typickým zástupcem 
je Clostridium perfringens. Jedná se o mikroorganismy velmi rozšířené v prostředí. Vyskytují 
se v exkrementech člověka a teplokrevných živočichů, ale v menší míře než E.coli. Tyto 
spory mají velmi vysokou rezistenci vůči chemickým a fyzikálním faktorům, jsou schopny 
tedy ve vodním prostředí přežívat dlouhou dobu. Tyto spory indikují převážně starší 
nebo periodické znečištění vody, jsou rezistentní k chloraci, která je běžně využívána 
pro úpravu nebo při čištění vody. 160 
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3. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
 Získání teoretických poznatků z oblasti průniku reziduí léčiv do složek životního 
prostředí 
 Na základě poznatků získaných z  literární rešerše provést výběr analytů 
pro experimentální stanovení 
 Optimalizovat metodu pro stanovení a extrakci vybraných analytů z reálných vzorků 
odpadních vod 
 Pomocí optimalizované metody stanovit vybraná léčiva ve vzorcích odpadních vod 
 Potvrdit optimalizovanou metodu pomocí hmotnostní spektrometrie 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Sledovaná matrice  
Hodnocenou matricí byla odpadní voda, která je nejčastěji znečištěna biologicky aktivními 
látkami, kterými jsou například léčiva. Sledovány byly odpadní vody ze  dvou kapacitně 
odlišných zdrojů, a to z velkokapacitní městské čistírny odpadních vod v Brně – Modřicích 
a z čistírny odpadních vod situované v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno.  
4.1.1. Odpadní voda z městské čistírny odpadních vod Brno – Modřice 
Odpadní voda byla odebírána z  městské velkokapacitní čistírny odpadních vod 
Brno - Modřice, která slouží k čištění odpadních vod přiváděných systémem kanalizačních 
stok nejen z města Brna, ale také z  širokého okolí. V současné době jsou na tuto čistírnu 
kromě Brna napojeny obce Kuřim, Modřice, Želešice, Česká u Brna, Šlapanice, 
Šlapanice - Bedřichovice, Ostopovice, Moravské Knínice, Lipůvka, Podolí, Ponětovice 
a Rozdrojovice. Maximální přípustné množství přitékající odpadní vody může být 4 222 l.s-1. 
Pokud dojde ke zvýšení průtoku vody vlivem deště, pak je voda zachycována v dešťové 
nádrži a po ukončení dešťové události je čerpána zpět na čistírnu odpadních vod. Doba 
zdržení odpadních vod na této čistírně odpadních vod je 24 hodin 162. 
 
 
 
Obrázek č. 13: Lokace čistírny odpadních vod Brno – Modřice jako odběrového místa 
 
4.1.2. Odpadní voda z čistírny v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
Odpadní voda byla odebírána také  z  čistírny odpadních vod situované v areálu 
Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Tato čistírna slouží pro předčištění a hygienizaci 
odpadních vod produkovaných v jednotlivých částech univerzity. Voda, která přitéká 
na čistírnu, je nejdříve zbavována hrubých nečistot a poté odváděna od usazovací nádrže, 
kde postupně sedimentuje primární kal. Po mechanickém čištění je voda vedena do aktivační 
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nádrže, kde je čištěna v poměru 350 – 750 ml aktivovaného kalu na 1l vody. Zde také dochází 
k intenzivnímu provzdušňování odpadní vody. Po biologickém odstranění znečištění natéká 
směs aktivovaného kalu a vody do prostoru dosazovací nádrže, kde dochází k sedimentaci 
nerozpuštěných látek. Aktivovaný kal je zpět přečerpáván do procesu biologického čištění. 
Následně je voda dezinfikována chlorem v množství 180 mg/h Cl2. Poté vyčištěná voda 
odtéká do stokové sítě města Brna. 
Kal z usazovací nádrže je čerpán do sterilizátoru, kde probíhá sterilizace při teplotě 125°C 
po dobu 35 minut. Po sterilizaci je kal zchlazen na teplotu 30 – 40°C a vypuštěn 
do kanalizační stoky 163.  
 
 
 
Obrázek č. 14: Lokalizace čistírny odpadních vod Veterinární a farmaceutické univerzity 
Brno jako odběrového místa 
 
4. 2. Přístroje, zařízení a software 
4.2.1. Příprava vzorků 
 Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
 pH metr InoLab WTW series, Nameko, ČR 
 Ultrazvuková vodní lázeň, typ Teson 4, Tesla, ČR 
 SPE extraktor Alltech, model 400 – 1902, s vakuovou pumpou Barnant, Co. USA 
 SPE kolonky: Supelclean ENVI-C18, 500 mg/6 ml, Supelco, USA  
  Chromabond C18, 500 mg/6 ml, Macherey – Nagel 
  Strata C18, 500 mg/6 ml, Phenomenex  
 Filtry ze skelných mikrovláken (glass microfibre filtres) GF/C, Whatman, Velká 
Británie, pro záchyt tuhých částic ve vodných roztocích, analýzu znečištění vody, 
analýzu sacharidů 
 Cronus Syringe Filter PTFE, 13 mm 0,45 μm, SMI-LabHut Ltd., Velká Británie 
 Běžné laboratorní vybavení 
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4.2.2. Kapalinová chromatografie 
 Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA 
 Vakuová odplyňovací jednotka HP 1100, příkon 30 VA 
 Detektor diodového pole: zdrojem světla deuteriová (UV) a wolframová (VIS) lampa, 
1024 fotodiod, vlnový rozsah 190 - 950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 - 16 mm 
 Hmotnostní detektor – 6320 Series Ion Trap LC/MS Agilent, USA 
 Infúzní pumpa kdS 9100, KdScientific, USA 
 Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 x 150 mm, velikost částic 5 μm, 
pro měření LC – DAD 
 Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 2,1 x 150 mm, velikost částic 3,5 μm, 
pro měření LC - MS  
 
4.2.3. Software pro zpracování a prezentaci dat 
 Microsoft Office Word 2003, Microsoft Corporation, USA 
 Microsoft Office Excel 2003, Microsoft Corporation, USA 
 HP Chemstation pro LC, Rev. B.01.03., Agilent, USA 
 Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS System Software, Version 6.2. (2008) 
o QuantAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 2.0, Bruker, 
Daltonics, GmBH 
o DataAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 4.0, Bruker Daltonics, 
GmBH 
 Chemsk, ACD/Installer v 10.0.0.12517 application file – Advanced Chemistry 
Development Inc., USA 
 
4.3. Používané standardy a chemikálie 
4.3.1. Chemikálie 
 Kyselina chlorovodíková, Merci, ČR, p.a. 
 Kyselina mravenčí, Riedel – de Haen, Sigma – Aldrich, GmbH, p.a. 
 Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice, ČR 
 Acetonitril, CHROMASOLV, for HPLC gradient grade, Sigma – Aldrich, GmbH 
 Ultračistá voda o specifické vodivosti 0,0055S.cm-1, upravená přístrojem Mili-Q  
Academic, Milipore,USA 
 Hydroxid draselný, p.a., Onex, ČR 
 Kyselina citronová, monohydrát, p.a., Onex, ČR 
 Hydrogenfosforečnan sodný, dodekahydrát, p.a., Lachema, ČR 
 Chelaton III (disodná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové), p.a., Penta, ČR 
 Kyselina sírová, p.a., 96%, Lach – Ner, s.r.o, Neratovice, ČR 
 Kyselina šťavelová, dihydrát, p.a. Lachema, ČR 
 Kyselina octová, p.a., Fluka, GmbH 
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4.3.2. Použité standardy 
 Sulfathiazol, čistota ≥ 98 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Sulfapyridin, čistota ≥ 99 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Sulfamethazin, čistota ≥ 99 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Sulfamethoxazol, čistota ≥ 99 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Sulfamerazin, čistota ≥ 99 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Sulfadiazin, čistota ≥ 99 %, Sigma – Aldrich, SRN  
 Trimethoprim, čistota ≥ 98 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Tetracyklin, čistota 88 %, Sigma – Aldrich, SRN 
 Oxytetracyklin hydrochlorid, čistota ≥ 95 %, Sigma-Aldrich, SRN 
 Minocyklin hydrochlorid, čistota 97 %, Sigma-Aldrich, SRN 
 Chlortetracyklin hydrochlorid, čistota 86 %, Sigma-Aldrich, SRN 
 Doxycyklin hyklát, čistota ≥ 98 %, Sigma-Aldrich, SRN 
 
4.3.3. Charakteristika použitých standardů 
4.3.3.1. Tetracykliny 
 
Tetracyklin 
OH O
CH3 OH
OH O
NH2
O
OH
OH
N
CH3 CH3
 
 
- C22H24N2O8, Mr = 444,44 
- (4S,4aS,5aS,6S,12aS)-4-(dimethylamino)-3,6,10,12,12a-pentahydroxy-6-methyl-1,11- 
dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydrotetracen-2-karboxamid 
- žlutý krystalický prášek, rozpustný ve vodě, dobře rozpustný v 96%ním ethanolu 
a methanolu, mírně rozpustný v acetonu 
- světlocitlivý 
- teplota tání: 170 – 173°C 
 
Chlortetracyklin 
OH O
CH3 OH
OH O
NH2
O
OH
N
CH3 CH3
Cl
ClH
 
 
- ve formě hydrochloridu (* HCl) 
- C22H24Cl2N2O8, Mr = 515,34 
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- (4S,4aS,5aS,6S,12aS)-7chlor-4-(dimethylamino) - 3, 6, 10, 12, 12a - pentahydroxy - 6 
- methyl - 1,11- dioxo - 1, 4, 4a, 5, 5a, 6, 11, 12a - oktahydrotetracen – 2 – karboxamid 
- hydrochlorid 
- žlutý krystalický prášek, rozpustný ve vodě, v roztocích alkalických hydroxidů 
a uhličitanů; v 96%ním ethanolu je rozpustnost nižší 
- světlocitlivý 
- teplota tání: 216°C 
 
Oxytetracyklin  
OH O
CH3 OH
OH O
NH2
O
OH
N
CH3 CH3
OH
OH
ClH
 
 
- ve formě hydrochloridu (* HCl) 
- C22H24N2O9 · HCl, Mr = 496,90; CAS: 2058-46-0 
- 4-(dimethylamino)-3,5,6,10,11,12a - hexahydroxy-6-methyl -1,12-dioxo - 1, 2, 3, 4, 
4a, 5, 5a, 6, 12, 12a dekahydrotetracen-2-carboxamid-hydrochlorid 
- žlutý krystalický prášek, hygroskopický, rozpustný ve vodě, mírně rozpustný v lihu 
(96%) 
 
Minocyklin  
OH O O
NH2
O
N
CH3 CH3
OH
OHOH
NH2
ClH
 
 
- ve formě hydrochloridu (* HCl) 
- C23H27N3O7 · HCl, Mr = 493,94; CAS: 13614-98-7 
- (4S,4aS,5aR,12aS,Z)-2-[amino(hydroxy)methylen]-4,7-bis(dimethylamino)-10,11,12a-
trihydroxy-4a,5,5a,6-tetrahydrotetracen-1,3,12(2H,4H,12aH)-trion hydrochlorid 
- žlutý krystalický hygroskopický prášek, mírně rozpustný ve vodě, těžce rozpustný 
v lihu (96%) rozpustný v roztocích alkalických hydroxidů a uhličitanů 
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Doxycyklin 
OH O
NH2
N
CH3 CH3
OH
OHO OH
OHCH3H OH
HCl  . 0,5 C2H6O  .  0,5 H2O
 
 
- ve formě hyklátu (hydrochlorid hemiethanolát hemihydrát) 
-  C22H24N2O8 · HCl · 0.5 C2H6O · 0.5 H2O, Mr = 512,94; CAS: 24390-14-5 
- (4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)-4-(dimethylamino)- 3,5,10,12,12a-pentahydroxy- 6-methyl- 
1,11-dioxo- 1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydrotetracen- 2-karboxamid hyklát 
- žlutý krystalický hygroskopický prášek, snadno rozpustný ve vodě a methanolu, mírně 
rozpustný v lihu (96%), prakticky nerozpustný v etheru, rozpustný v roztocích 
alkalických hydroxidů a uhličitanů 
 
4.3.3.2. Sulfonamidy a trimethoprim 
 
Sulfathiazol 
N
S
NH
H
H
O
O
S
N  
 
- C9H9N3O2S2, Mr = 255,31 
- 4 – amino – N - (tiazol - 2 - yl)benzensulfonamid,  
- bílý nebo slabě nažloutlý krystalický prášek, nerozpustný ve vodě, těžce rozpustný 
v ethanolu (96%), prakticky nerozpustný v dichlormethanu; rozpouští se v roztocích 
alkalických hydroxidů a ve zředěných minerálních kyselinách 
- teplota tání: 200 - 203°C; taje i při 175°C, následuje tuhnutí a druhé tání  
 
Sulfamethoxazol 
N
S
NH
H
H
O
O
N O
CH3
 
 
- C10H11N3O3S, Mr = 253,28 
- 4 – amino – N - (5 – methylisoxazol – 3 - yl)benzensulfonamid,  
- bílý nebo téměř bílý krystalický prášek, prakticky nerozpustný ve vodě, rozpustný 
v acetonu, mírně rozpustný ve zředěných roztocích hydroxidu sodného a zředěných 
kyselinách 
- teplota tání: 169 – 172°C 
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Sulfapyridin 
N
S
N
N
H
H
H
O
O
CH3
CH3
 
- C11H11N3O2S, Mr = 249,29 
- 4 – amino – N – pyridin – 2 - ylbenzensulfonamid, 
- bílý až slabě nažloutlý krystalický prášek, velmi málo rozpustný ve vodě, v ethanolu, 
roztocích minerálních kyselin a alkalických hydroxidů 
 
Sulfamethazin 
N
S
N
N
N
H
H
H
O
O
CH3
CH3
 
 
- C12H14N4O2S, Mr = 278,33 
- 4-amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid,  
- nažloutlý prášek rozpustný v methanolu, diethyletheru, mírně rozpustný ve zředěných 
minerálních kyselinách a velmi mírně rozpustný ve vodě 
 
Sulfamerazin 
N
S
N
N
N
H
H
H
O
O
CH3 
 
- C11H12N4O2S, Mr = 264,305; CAS: 127-79-7 
- 4-amino-N-(4-methylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid,  
- bílý, žlutavě bílý nebo narůžověle bílý, krystalický prášek nebo krystaly, málo 
rozpustný ve vodě, mírně rozpustný v acetonu, ethanolu a dichlormethanu, rozpustný 
v roztocích alkalických hydroxidů a roztocích minerálních kyselin 
- teplota tání: 235°C (taje za rozkladu) 
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Sulfadiazin 
N
S
N
N
N
H
H
H
O
O
 
 
- C10H10N4O2S, Mr = 250,28; CAS:  68-35-9 
- 4-amino-N-pyrimidin-2-ylbenzen-1-sulfonamid 
- bílý, žlutavě bílý nebo narůžověle bílý krystalický prášek nebo krystaly; prakticky 
nerozpustný ve vodě, těžce rozpustný v acetonu, velmi těžce rozpustný v ethanolu 
(96%); rozpustný v roztocích alkalických hydroxidů a minerálních kyselin 
- teplota tání: 255°C (taje za rozkladu)  
 
Trimethoprim 
O
O
O
CH3
CH3
CH3
N
N
NH2
NH2
 
 
- C14H18N4O3, Mr  = 290,32; CAS: 738-70-5 
- 2,4-diamino-5-(3,4,5-trimethoxybenzyl)pyrimidin,  
- bílý nebo nažloutle bílý prášek, velmi těžce rozpustný ve vodě, těžce rozpustný 
v ethanolu (96%) 
- teplota tání: 199 – 203°C 
 
4.4. Pracovní postupy 
4.4.1. Vzorkování  
4.4.1.1. Čistírna odpadních vod Brno - Modřice 
 
Odběry odpadní vody byly provedeny na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod 
a v některých případech i z kalové laguny, a to v letech 2007 a 2010. Byly odebírány 
tzv. 24 hodinové slévané vzorky, které byly získávány pomocí automatického vzorkovacího 
zařízení, které pravidelně ve dvouhodinových intervalech odebralo daný objem přitékající 
odpadní vody. Velikost objemu byla závislá na objemu přítoku v daném časovém intervalu. 
Získané objemy byly po 24 hodinách slity a promíchány, čímž byla zajištěna vysoká 
reprezentativnost odebraných vzorků.   
 Vzorky byly přelévány do 1 litrových tmavých skleněných vzorkovnic, které byly 
transportovány v  chladicím boxu a ihned zpracovány (3 x 250 ml; 3 x 300 ml) 
nebo uskladněny v lednici při teplotě 5°C a zpracovány do 48 hodin. 
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4.4.1.2. Čistírna odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
 
Odpadní voda byla odebírána z  čistírny odpadních vod v  areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno v letech 2007, 2008 a 2009. Odpadní voda má na čistírně 
krátkou dobu zdržení a upravené odpadní vody jsou z čistírny vypouštěny do stokové sítě 
města Brna. Obsluha čistírny nepracuje celých 24 hodin a nevlastní automatické odběrové 
zařízení, proto nebylo možné odebírat 24 hodinový slévaný vzorek. Odebírán byl proto 
bodový vzorek, a to v jednodenních intervalech na přítoku a odtoku z čistírny odpadních vod. 
Případně byly tyto vzorky odebírány v dopoledních (7:00) a odpoledních hodinách (13:00). 
Vzorky byly odebírány ručním vzorkovačem a přelévány do 1 litrových tmavých skleněných 
vzorkovnic, které byly transportovány v chladicím boxu a ihned zpracovány (3 x 250 ml; 
3 x 300 ml) nebo uskladněny v lednici při teplotě 5°C a zpracovány do 48 hodin. 
 
4.4.2. Úprava vzorků a izolace analytů: 
Ze vzorků odpadní vody byla nejdříve odstraněna suspendovaná hmota. Odpadní voda byla 
nejprve filtrována přes papírový filtr a následně přes filtry ze skelných mikrovláken GF/C 
pro záchyt tuhých částic ve vodních roztocích (Whatman) s použitím vodní vývěvy. 
Sledované analyty byly izolovány metodou extrakce tuhou fází (SPE). Objemy odebírané 
odpadní vody byly zvoleny na základě provedené pilotní studie. Pro extrakci sulfonamidů 
z odpadní vody byl použit objem 300 ml, ze kterého byly získány 2 ml vzorku, a pro extrakci 
tetracyklinů z odpadní vody byl použit objem 250 ml, ze kterého byly získány 2 ml vzorku. 
Postup pro extrakci byl následující: 
 
4.4.2.1. Úprava a izolace vzorku pro stanovení tetracyklinů 
- 250 ml vzorku bylo extrahováno 250 ml McIlvainova pufru 20 minut v ultrazvuku 
- extrakt byl přefiltrován a přečištěn na SPE kolonce (Supelclean ENVI – C18) podle 
postupu: 
 
 Promytí 4 ml methanolu a 3 ml McIlvainova pufru 
 Nanesení 500 ml extraktu vzorku 
 Promytí 3 ml destilované vody 
 Sušení proudem vzduchu 
 Eluce 2 ml eluční směsi 
 
Složení McIlvainova pufru:  
12,9 g.l-1 kyseliny citronové 
         30,2 g.l-l Na2HPO4.12H2O 
         37,2 g.l-1 Chelaton III (ethylendiamintetraacetát disodný) 
   doplněno destilovanou vodou na objem 1l; pH = 3,8 
Složení eluční směsi: 
20 mmol.l-1 kyseliny šťavelové v methanolu  
(2,52 g kyseliny šťavelové v 1l methanolu) 
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4.4.2.2. Úprava a izolace vzorku pro stanovení sulfonamidů 
 
- analyty v odpadní vodě byly zakoncentrovány na SPE kolonce (Supelclean 
ENVI - C18) podle postupu: 
 Promytí 2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu a 2 ml 
5% methanolu 
 Nanesení 300 ml vzorku odpadní vody 
 Promytí sorbentu 2 ml 5% methanolu 
 Sušení proudem vzduchu 
 Eluce analytu 2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
 
Po extrakci byly všechny vzorky přefiltrovány přes membránové teflonové filtry (0,45 m) 
a převedeny do tmavých širokohrdlých vialek. Upravené reálné vzorky byly ihned 
analyzovány nebo skladovány při – 18°C.  
4.4.3. Identifikace a kvantifikace analytů v odpadní vodě 
Reálné vzorky odpadní vody byly analyzovány metodou vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie s  detekcí diodovým polem nebo s  hmotnostní detekcí s  ionizací 
elektrosprejem a analyzátorem iontovou pastí. Analyty byly kvantifikovány metodou externí 
kalibrace, tj. využitím vícebodové kalibrační křivky sestrojené zvlášť pro každý analyt. 
 
4.4.3.1. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detekcí diodovým polem  
Reálné vzorky byly analyzovány pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV 
detektorem typu DAD na přístroji Agilent 1100 Series. 
Schéma optického systému je uvedeno na obrázku č. 15. Deuteriová lampa je zdrojem 
záření pro ultrafialovou oblast (UV) a wolframová lampa je zdrojem pro viditelnou oblast 
(VIS) a pro blízkou infračervenou oblast (NIR). Lampy s vysokou intenzitou zajišťují nízké 
detekční limity ve vlnovém rozsahu od 190 do 250 nm. Oba kombinované světelné zdroje 
sdílejí společnou optickou osu. Achromatická čočka zaměřuje světelný paprsek do průtokové 
kyvety, která je stejně jako lampy z křemene. Rozklad světla do řady diod je ve spektrografu 
zajištěn holografickou mřížkou, což umožňuje získávat spektrální informace současně 
na všech vlnových délkách. 
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Obrázek č. 15: Schéma detektoru diodového pole 164  
 
Analýza byla provedena na koloně Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150, 5m). 
Vlastnosti kolony Zorbax Eclipse XDB-C18:  
- rozmezí pH 2 – 9, při volbě nízkého pH 2 – 3 získáme píky s optimálním tvarem 
pro všechny typy sloučenin, při použití pH ve střední oblasti (6 – 8) jsou zbytky 
silanolů více aktivní a může docházet ke chvostování píků. Tomuto jevu je zabráněno 
vazbou a dvojitým „zavíčkováním“ konců („extra Densely Bonded and double 
endcapped“). Výsledkem je lepší tvar píků sloučenin v rozsahu pH 2 – 9.   
- Maximální teplota 60°C  
- Maximální tlak 400 bar 
- Velikost částic 5 μm 
- Plošný povrch: 180 m2.g-1 
 
4.4.3.1.1. Chromatografické podmínky pro stanovení tetracyklinů v odpadní vodě pomocí 
kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem 
 
Mobilní fáze: vodný roztok kyseliny sírové (pH = 2,1), acetonitril 
Průtok mobilní fáze: 0,7 ml.min-1  
Teplota kolony: 20°C 
Nástřik: 5 l 
Vlnová délka detekce: 270 nm, referenční vlnová délka: 360 nm 
Doba analýzy: 23 minut + 12 minut promytí 
Gradient mobilní fáze: viz tabulka č. 2 
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Tabulka č. 2 Průběh gradientu mobilní fáze 
  
čas (min) kyselina sírová (pH = 2,1) acetonitril 
0 90 10 
10 80 20 
15 70 30 
30 60 40 
 
4.4.3.1.2. Chromatografické podmínky pro stanovení sulfonamidů v odpadní vodě pomocí 
kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem 
 
Mobilní fáze: 0,01 M kyselina mravenčí, acetonitril 
Průtok mobilní fáze: 0,6 ml.min-1  
Teplota kolony: 20°C 
Vlnová délka detekce: 270 nm 
Doba analýzy: 15 minut + 10 minut promytí 
Gradient mobilní fáze: viz tabulka č. 3 
 
Tabulka č. 3 Průběh gradientu mobilní fáze 
 
čas (min) 0,01 M HCOOOH (%) acetonitril (%) 
0 70 30 
3 60 40 
6 80 20 
7 75 25 
15 75 25 
 
 
4.4.3.2. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
Koncentrace léčiv stanovená pomocí HPLC – DAD byla potvrzena použitím vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie (Agilent 1100 Series) s hmotnostní detekcí (Agilent 6300 Series 
Ion Trap, USA). Tento hmotnostní detektor využívá ionizaci elektrosprejem a iontovou past 
jako analyzátor. 
Analýzy byly provedeny na koloně Zorbax Eclipse XDB – C18 (2,1 x 150; 3,5 m). 
Vlastnosti kolony Zorbax Eclipse XDB-C18:  
- rozmezí  pH 2 – 9; při volbě nízkého pH 2 – 3 získáme píky s optimálním tvarem 
pro všechny typy sloučenin, při použití pH ve střední oblasti (6 – 8) jsou zbytky 
silanolů více aktivní a může docházet ke chvostování píků. Tomuto jevu je zabráněno 
vazbou a dvojitým „zavíčkováním“ konců („extra Densely Bonded and double 
endcapped“). Výsledkem je lepší tvar píků sloučenin v rozsahu pH 2 – 9. 
- maximální teplota 60°C  
- maximální tlak 400 bar 
- velikost částic 3,5 μm 
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Před kolonou byl předsazen in – line filtr (2 m), aby byla chráněna kolona a prodloužila 
se její životnost.  
Analyty byly kvantifikovány metodou externí kalibrace, tzn. s využitím vícebodové 
kalibrační křivky sestrojené zvlášť pro každý analyt. Sledované látky byly identifikovány 
srovnáním hmotnostních spekter se spektry standardů z kalibrační křivky. 
4.4.3.2.1. Tetracykliny 
Reálné vzorky obsahující tetracykliny byly analyzovány za následujících 
chromatografických podmínek.  
 
Podmínky kapalinové chromatografie 
Mobilní fáze: 1% HCOOH, methanol 
Průtok mobilní fáze: 0,15 ml.min-1, 
Teplota kolony: 20°C 
Vlnová délka detekce: 270 nm a 360 nm 
Nástřik: 3 l 
Doba analýzy: 17,5 minut + 11 minut promytí kolony 
Gradient mobilní fáze: viz tabulka č. 4 
 
Tabulka č. 4: Průběh gradientu mobilní fáze 
 
čas (min) 1% HCOOH (%) methanol (%) 
0 70 30 
5 50 50 
10 30 70 
20 0 100 
 
 
Podmínky hmotnostní detekce 
Tlak zmlžovače: 20 psi 
Průtok sušícího plynu: 10 l.min-1 
Teplota sušícího plynu: 350°C 
Rozsah skenovaných hmot (m/z): 50 – 650  
Ionizační mód: pozitivní 
Napětí na kapiláře: 3500 V 
 
Tabulka č. 5: Sledované hmoty jednotlivých analytů 
 
Analyt Sledovaná hmota (m/z) 
Minocyklin 458,0 
Tetracyklin 445,0 
Oxytetracyklin 461,0 
Chlortetracyklin 479,0 
Doxycyklin 445,0 
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4.4.3.2.2. Sulfonamidy 
Reálné vzorky obsahující sulfonamidy byly analyzovány za následujících 
chromatografických podmínek.  
 
Podmínky kapalinové chromatografie 
Mobilní fáze: 1% HCOOH, methanol 
Průtok mobilní fáze: 0,1 ml.min-1, 
Teplota kolony: 20°C 
Vlnová délka detekce: 270 nm a 360 nm 
Nástřik: 3 l 
Doba analýzy: 15 min + 10 minut promytí kolony 
Gradient mobilní fáze: viz tabulka č. 6 
 
Tabulka č. 6: Průběh gradientu mobilní fáze 
 
čas (min) 1% HCOOH (%) methanol (%) 
0 70 30 
3 45 55 
6 30 70 
9 0 100 
11 70 30 
 
 
Podmínky hmotnostní detekce 
Tlak zmlžovače: 20 psi 
Průtok sušícího plynu: 10 l.min-1 
Teplota sušícího plynu: 350°C 
Rozsah skenovaných hmot (m/z): 50 – 500  
Ionizační mód: pozitivní 
Napětí na kapiláře: 3500 V 
 
Tabulka č. 7: Sledované hmoty jednotlivých analytů 
 
Analyt Sledovaná hmota (m/z)
Sulfathiazol 256,0 
Sulfadiazin 251,0 
Sulfapyridin 250,0 
Sulfamerazin 265,0 
Trimethoprim 291,0 
Sulfamethazin 279,0 
Sulfamethoxazol 254,0 
 
Vybrané sledované analyty byly identifikovány srovnáním hmotnostních spekter se spektry 
standardů z kalibrační křivky. 
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4.5. Optimalizace metod 
4.5.1. Optimalizace kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem 
Důležitá část analytického procesu je optimalizace metody separace a stanovení látek. 
Separace vybraných analytů byla prováděna pomocí kapalinového chromatografu Agilent 
1100 Series s detektorem diodového pole. Podmínky pro stanovení sulfonamidů a tetracyklinů 
byly zkoumány u roztoků o koncentraci 0,1 mg.ml-1. 
Analytický postup separace a identifikace vybraných analytů byl optimalizován vícekrát, 
jak byly postupně přidávány jednotlivé analyty. 
4.5.1.1. Optimalizace stanovení tetracyklinů 
Prvním krokem chromatografické analýzy byl výběr vhodné vlnové délky pro stanovení 
tetracyklinů. Proměřením absorpčního spektra tetracyklinu a chlortetracyklinu bylo zjištěno, 
že tyto látky mají charakteristické absorpční spektrum s  dvěma absorpčními maximy 
při 270 nm a 360 nm, jak je znázorněno na obrázku č. 16.  
 
 
 
Obrázek č. 16: Absorpční spektrum tetracyklinu se dvěma maximy při 270 nm a 360 nm 
 
Tato vlastnost ulehčuje jejich následnou identifikaci v reálných vzorcích. Jako vhodná 
vlnová délka stanovení bylo zvoleno absorpční maximum 270 nm, a to z toho důvodu, 
že při této vlnové délce se tetracykliny vyznačují vyšší odezvou než při 360 nm. 
V dalším kroku byla zjišťována optimální mobilní fáze pro stanovení tetracyklinu 
a chlortetracyklinu. Byly zkoušeny a následně hodnoceny tyto mobilní fáze: octanový pufr 
(pH = 4,5), kyselina šťavelová (pH = 2,1), kyselina fosforečná (pH = 2,0), 0,1% kyselina 
mravenčí a kyselina sírová (pH = 2,1) s acetonitrilem. 
Nejprve byl posuzován octanový pufr o pH = 4,5. Tento typ mobilní fáze ovšem nebyl 
shledán vhodným, protože docházelo k výraznému rozmytí píků a k jejich překryvu. 
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Při použití mobilní fáze složené z kyseliny šťavelové (pH = 2,1) a acetonitrilu docházelo 
k frontování chlortetracyklinu a k výraznému snížení jeho odezvy. Sestupná tendence signálu 
byla způsobena nastavením gradientu, viz obrázek č. 17.  
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Obrázek č. 17: Chromatogram tetracyklinu a chlortetracyklinu v mobilní fázi, která je 
složena z kyseliny šťavelové (pH = 2,1) a acetonitrilu 
 
Posléze byla ověřována jako mobilní fáze kyselina fosforečná (pH = 2,0) s acetonitrilem. 
Opět docházelo ke frontování a k výraznému poklesu intenzity signálu chlortetracyklinu, 
jak je možno vidět na obrázku č. 18.  
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Obrázek č. 18: Chromatogram tetracyklinu a chlortetracyklinu v mobilní fázi, která je 
složena z kyseliny fosforečné (pH = 2,0) a acetonitrilu  
 
Další zkoušenou mobilní fází byla 0,1% kyselina mravenčí s acetonitrilem. Z obrázku č. 19 
je patrné, že v  této mobilní fázi dochází k výraznému frontování píku tetracyklinu 
i chlortetracyklinu. 
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Obrázek č. 19: Chromatogram tetracyklinu a chlortetracyklinu v mobilní fázi, která je 
složena z 0,1% kyseliny mravenčí a acetonitrilu 
 
Nejlepší variantou pro stanovení těchto analytů se ukázala být kyselina sírová o pH = 2,1 
v kombinaci s acetonitrilem. Jak vyplývá z chromatogramu na obrázku č. 20, při použití této 
mobilní fáze se výrazně zvýšila souměrnost a ostrost píků a také odezva jednotlivých analytů. 
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Obrázek č. 20: Chromatogram tetracyklinu a chlortetracyklinu v mobilní fázi, která je 
složena z kyseliny sírové (pH = 2,1) a acetonitrilu 
 
Faktorem, který také výrazně ovlivňuje chromatografickou analýzu, je průtok mobilní fáze. 
Bylo vyzkoušeno několik hodnot průtoků, přičemž optimální se jevila hodnota 0,7 ml.min-1, 
kdy bylo dosaženo dostatečné ostrosti a symetrie píků. Jak je patrné z obrázku č. 21, 
při ostatních průtocích docházelo k rozmytí píků nebo ke zbytečnému prodloužení retenčních 
časů. 
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Obrázek č. 21: Porovnání chromatogramu standardů tetracyklinu a chlortetracyklinu 
                          při různém průtoku mobilní fáze 
 
Dalším sledovanou hodnotou ovlivňující separaci je teplota kolony. Tato hodnota byla 
posuzována v rozmezí teplot 15 – 30 °C, což vycházelo z charakteristiky sledovaných 
analytů. Tetracykliny, jak již bylo zmíněno výše, jsou látky termolabilní a při vyšších 
teplotách dochází k  jejich rozkladu. Za optimální teplotu byla zvolena teplota 20 °C, při které 
dochází k nejmenšímu vlivu na ostrost a tvar píků.  
Posledním upravovaným faktorem stanovení byl gradient mobilní fáze. Po vyzkoušení 
několika typů gradientů byla zvolena varianta, která je uvedena v tabulce č. 8. Z naměřených 
hodnot vyplývá, že čím více je v gradientu procent acetonitrilu, tím více dochází k rozmytí 
stanovovaných tetracyklinů a k prodloužení elučního času jednotlivých píků. 
 
Tabulka č. 8: Průběh gradientu mobilní fáze. 
 
čas (min) kyselina sírová (pH = 2,1) acetonitril 
0 90 10 
10 80 20 
15 70 30 
30 60 40 
 
Po nastavení všech výše zmíněných parametrů byl získán následující chromatogram 
s tetracyklinem a chlortetracyklinem o retenčních časech 11,9 min a 16,7 min, jak je možno 
vidět na obrázku č. 22. 
 
  0,7 ml/min
  0,3 ml/min
  0,5 ml/min 
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Obrázek č. 22: Chromatogram tetracyklinu a chlortetracyklinu měřený za optimálních 
podmínek 
 
V dalším kroku byl přidán oxytetracyklin. Pro jeho stanovení, a to spolu s  ostatními 
tetracykliny, byl upraven gradient mobilní fáze z původních hodnot na hodnoty uvedené 
v tabulce č. 9: 
 
Tabulka č. 9: Průběh gradientu mobilní fáze. 
 
čas (min) kyselina sírová (%) acetonitril (%) 
0 90 10 
10 70 30 
18 60 40 
  
Změnou gradientu dochází k posunu píků a ke změně retenčních časů, viz obrázek č. 23. 
Oxytetracyklin je eluován v retenčním čase 8,5 min, tetracyklin 9,5 min a chlortetracyklin 
12,4 min. 
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Obrázek č. 23: Chromatogram oxytetracyklinu, tetracyklinu a chlortetracyklinu měřený 
za optimálních podmínek 
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V poslední fázi úprav metodiky byly přidány standardy minocyklinu a doxycyklinu. 
Z tohoto důvodu bylo třeba opět změnit nastavení chromatografických podmínek. Pro naše 
účely postačilo změnit gradient mobilní fáze, viz tabulka č. 10 a obrázek č. 24.  
 
Tabulka č. 10 : Gradient mobilní fáze pro stanovení minocyklinu, tetracyklinu, 
oxytetracyklinu, chlortetracyklinu a doxycyklinu 
 
čas (min) kyselina sírová (pH = 2,1) acetonitril 
0 90 10 
10 80 20 
15 70 30 
30 60 40 
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Obrázek   č.  24:   Výsledný   chromatogram   pro   stanovení   minocylinu,  tetracyklinu,  
                                oxytetracyklinu, chlortetracyklinu a doxycyklinu 
 
4.5.1.2. Optimalizace stanovení sulfonamidů a trimethoprimu 
Prvním krokem chromatografické analýzy sulfathiazolu byl výběr vhodné vlnové délky. 
Po proměření absorpčního spektra sulfathiazolu bylo zjištěno, že absorpční maximum pro tuto 
látku je při vlnové délce 260 nm.  
Dalším krokem optimalizace chromatografie byla volba mobilní fáze. Nejprve byl 
ověřován octanový pufr o pH = 4,5. Bylo prokázáno, že tento typ mobilní fáze není vhodný, 
protože v případě jeho použití docházelo k výraznému rozmytí a deformaci píku, viz obrázek 
č. 25. 
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Obrázek č. 25: Chromatogram sulfathiazolu v mobilní fázi, která je složena z octanového 
pufru (pH = 4,5) a acetonitrilu 
 
Druhou posuzovanou mobilní fází byla 0,1% kyselina mravenčí o pH = 2,7. V této mobilní 
fázi už nedochází k deformaci píku. Naopak pík je úzký a symetrický, jak je patrné z obrázku 
č. 26.  
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Obrázek č. 26 : Chromatogram sulfathiazolu v mobilní fázi, která je složená 0,1% kyseliny 
mravenčí a acetonitrilu 
 
 
     Dalším krokem volby metodického postupu byla optimalizace průtoku mobilní fáze. Bylo 
posuzováno několik průtoků mobilní fáze, a to 0,4; 0,5 a 0,6 ml/min. Jak vyplývá z obrázku č. 
27, při průtoku 0,4 ml/min a 0,6 ml/min dochází k rozšíření a ke chvostování píků. Naproti 
tomu při průtoku 0,5 ml/min je pík symetrický a úzký. 
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Obrázek č. 27:  Chromatogramy sulfathiazolu při různém průtoku mobilní fáze 
 
Dalším faktorem významně ovlivňujícím analýzu je teplota kolony. Byla ověřována teplota 
v rozmezí 20 – 30 °C. Jako nejvhodnější teplota byla stanovena hodnota 20°C, protože 
při vyšší teplotě již dochází ke ztrátě ostrosti a ke zvětšení šířky píku, což je znázorněno 
na následujícím obrázku č. 28.  
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Obrázek č. 28:  Chromatogramy sulfathiazolu při různém nastavení teploty kolony 
 
Posledním posuzovaným faktorem, který značně ovlivňoval analýzu, byl gradient. V rámci 
optimalizace bylo proměřeno několik druhů gradientu, přičemž nejvíce vhodná je varianta 
uvedená v tabulce č. 11. Z naměřených hodnot vyplývá, že čím více je v gradientu obsaženo 
acetonitrilu, tím více dochází k rozmytí sledovaného analytu a k prodloužení elučního času. 
 0,6 ml/min 
 0,5 ml/min 
 0,4 ml/min 
 20 °C
 30 °C
 25 °C
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Tabulka č. 11 : Gradient mobilní fáze pro stanovení sulfathiazolu  
 
Čas (min) 0,1% HCOOH : ACN (%) 
0 5:95 
5 11:89 
10      17:83 
15 25:76 
17 27:73 
 
Celková délka analýzy při popsaných podmínkách probíhala v časovém horizontu 27 
minut, přičemž doba vlastní analýzy byla 17 minut a dalších 10 minut probíhalo promývání 
kolony. 
Po nastavení všech výše zmíněných parametrů byl získán následující chromatogram 
se sulfathiazolem o retenčním čase 16,7 min, jak je zřejmé z obrázku č. 29.  
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Obrázek č. 29: Chromatogram sulfathiazolu měřený za optimálních podmínek 
 
 
Po přidání dalších standardů (trimethoprim, sulfapyridin, sulfamethoxazol, sulfamethazin) 
v následující fázi bylo zapotřebí znovu optimalizovat podmínky stanovení.  
S ohledem na absorpční spektra přidaných analytů byla změněna vlnová délka z 260 nm 
na 270 nm. V mobilní fázi složené z  0,1% HCOOH docházelo k rozmytí jednotlivých píku, 
které bylo obzvláště zřetelně vidět v případě trimethoprimu na obrázku č. 30. 
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Obrázek č. 30: Chromatogram trimethoprimu (TMP), sulfathiazolu (STZ), sulfapyridinu 
(SPY), sulfamethazinu (SMT) a  sulfamethoxazolu (SMZ) v mobilní fázi 
složené z 0,1% kyseliny mravenčí a acetonitrilu 
 
Z tohoto důvodu byla obměněna mobilní fáze z 0,1% kyseliny mravenčí na 0,01 M 
kyselinu mravenčí. Pokud byla použita tato mobilní fáze, byly píky užší a symetričtější, jak je 
znázorněno na obrázku č. 31. 
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Obrázek č. 31: Chromatogram trimethoprimu (TMP), sulfathiazolu (STZ), sulfapyridinu 
(SPY), sulfamethazinu (SMT) a sulfamethoxazolu (SMZ) měřený 
v mobilní fázi složené z 0,01 M roztoku kyseliny mravenčí a acetonitrilu 
 
Z důvodu změny mobilní fáze, bylo třeba rovněž změnit její průtok a gradient. Průtok byl 
změněn z 0,5 ml.min-1 na 0,6 ml.min-1. Kromě toho bylo vyzkoušeno několik druhů 
gradientu, přičemž výsledný optimální gradient, při kterém dochází k dobrému rozdělení píků 
při zachování jejich ostrosti, je znázorněn v tabulce č. 12. 
 
Tabulka č. 12: Gradient mobilní fáze 
 
čas (min) 0,01 M HCOOH (%) acetonitril (%) 
0 70 30 
3 60 40 
6 20 80 
 
V poslední fázi úpravy stanovení sulfonamidů byly přidány standardy sulfamerazinu 
a sulfadiazinu. V závislosti na tomto kroku bylo třeba změnit gradient mobilní fáze 
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na hodnoty prezentované v  tabulce č. 13.  Přes důkladně ověřené změny průtoku a gradientu 
mobilní fáze se nepodařila separace sulfadiazinu a sulfathiazolu. Proto byly tyto analyty 
zjišťovány v  reálných vzorcích jako suma koncentrací. Výsledný chromatogram 
za optimalizovaných podmínek je znázorněn na obrázku č. 32. 
 
Tabulka č. 13: Gradient mobilní fáze 
 
čas (min) 0,01 M HCOOH (%) acetonitril (%) 
0 70 30 
3 60 40 
6 80 20 
7 75 25 
15 75 25 
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Obrázek č. 32: Chromatogram vybraných sulfonamidů a trimethoprimu za optimálních 
podmínek (TMP – trimethoprim, STZ – sulfathiazol, SDIA – sulfadiazin, 
SPY – sulfapyridin, SMR – sulfamerazin, SMT – sulfamethazin, 
SMZ - sulfamethoxazol) 
 
4.5.2. Optimalizace kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí 
Potvrzení vytvořené metody pro analýzu tetracyklinových antibiotik (HPLC – DAD) bylo 
provedeno metodou HPLC – MS na přístroji Agilent 1100 Series s hmotnostním detektorem 
Agilent 6320 Series, Ion Trap LC - MS. 
Pro vhodnou identifikaci a kvantifikaci vybraných analytů bylo důležité zvolit vhodné 
nastavení přístroje. Optimalizace tohoto nastavení byla provedena pomocí roztoků standardů, 
které byly rozpuštěny v methanolu a vodě v poměru 70 : 30. 
Nejprve byla provedena optimalizace kapalinové chromatografie ve spojení s detektorem 
diodového pole, poté byl připojen hmotnostní spektrometr. Při úpravě podmínek v systému 
HPLC – DAD byly použity roztoky standardů o koncentraci 0,1 mg.ml-1, u kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí potom roztoky standardů o koncentraci 10 g. ml-1. 
V případě druhé zmiňované metody byla využita kolona ZORBAX Eclipse  XDB – C18 
s menším průměrem (2,1 mm) a velikostí částic (3,5 m). Nastřikovány byly 3 l roztoku 
standardů. 
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4.5.2.1. Optimalizace hmotnostní detekce tetracyklinů 
Nejdříve byla proměřena hmotnostní spektra všech jednotlivých analytů metodou přímého 
nástřiku. Všechny analyty byly proměřeny v pozitivním módu, který byl zvolen na základě 
provedené literární rešerše 35,83,109,129. 
V hmotnostních spektrech vybraných tetracyklinových antibiotik je přítomný výrazný 
molekulový adukt M+H+ a na něj vázané hmoty o jednu a o dvě vyšší. Tyto hodnoty 
odpovídají izotopickým píkům ukazujícím na přítomnost dvou uhlíků 13C a kyslíku ve formě 
16O, 17O a 18O. Tento trend je patrný na hmotnostním spektru minocyklinu na obrázku č. 33 
a na ostatních spektrech, která jsou uvedena v přílohách.  
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Obrázek č. 33: Hmotnostní spektrum minocyklinu 
 
4.5.2.1.2. Spojení HPLC/MS 
Po vytvoření hmotnostních spekter jednotlivých tetracyklinů pomocí přímého nástřiku 
jednotlivých analytů byla hmotnostní chromatografie spojena s předem vytvořenou metodou 
separace těchto látek pomocí kapalinové chromatografie. Podmínky této metody byly 
optimalizovány s využitím detektoru diodového pole.  
     U kombinace kapalinové chromatografie spojené s  hmotnostní detekcí byla používána 
kolona s menším průměrem a velikostí částic než u analýz pomocí kapalinové chromatografie 
s detekcí diodovým polem. Bylo proto zapotřebí optimalizovat podmínky separace. Používaná 
kolona byla Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm) s velikostí částic 3,5 m. Vlastnosti 
kolony byly popsány v kapitole č. 4.4.3.2. Protože se jednalo o kolonu s menším průměrem, 
byl snížen nástřik z objemu 5l na 3l, protože původní množství vzorku vykazovalo příliš 
velkou odezvu. 
Základní podmínkou pro analýzu HPLC – MS byla změna mobilní fáze. Kyselina sírová 
(pH = 2,1), která byla využívaná v analýze HPLC – DAD, není vhodná pro hmotnostní 
detekci, a to z toho důvodu, že hmotnostní spektrometrie vyžaduje dostatečně těkavé mobilní 
fáze. Pro separaci tetracyklinových antibiotik bylo vyzkoušeno několik druhů mobilních fází. 
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Nejvhodnější mobilní fází byla 1% kyselina mravenčí v kombinaci s methanolem. Kromě 
toho byl optimalizován průtok mobilní fáze. Byl ověřován průtok o hodnotách 0,1 ml.min-1 
a 0,15 ml.min-1. Jak je patrné z obrázku č. 34, při průtoku 0,1 ml.min-1 došlo pouze k tomu, 
že retenční časy dosahovaly vyšších hodnot v porovnání s průtokem 0,15 ml.min-1. 
Na separaci jednotlivých píků tato změna neměla výrazný vliv, naopak docházelo k většímu 
frontování píků. Z tohoto důvodu byla zvolena hodnota průtoku 0,15 ml.min-1.  
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Obrázek č. 34: Porovnání průtoků mobilní fáze při optimalizaci metody HPLC-MS 
 
Získaný chromatogram naměřený podle separačních podmínek určených pro vybraná 
tetracyklinová antibiotika je znázorněn na obrázku č. 35.  
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Obrázek č. 35: Chromatogram standardů tetracyklinů měřený podle finálních podmínek 
určených pro toto stanovení 
 
Minocyklin 
Tetracyklin 
Oxytetracyklin
Chlortetracyklin 
Doxycyklin 
 0,15 ml/min
 0,1 ml/min 
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Díky tomu, že u tetracyklinu a oxytetracyklinu docházelo ke koeluci, byl pro tyto dvě látky 
zvolen segment s MRM (multiple reaction monitoring) měřícím módem, aby mohly být tyto 
analyty dobře rozlišeny. Z tohoto měření bylo získáno následující spektrum, viz obrázek 
č. 36.  
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Obrázek č. 36: Spektrum s extrahovanými hmotami sledovaných tetracyklinů 
 
 
Pro vyhodnocení spekter reálných vzorků byla opět použita externí kalibrace, tj. metoda 
vícebodové kalibrační křivky pro každý stanovovaný analyt, viz obrázek č. 37. 
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Obrázek č. 37: Kalibrační křivky sledovaných standardů (DTC – doxycyklin, 
CTC - chlortetracyklin, OTC - oxytetracyklin, TC – tetracyklin, 
MTC - minocyklin) 
 
4.5.2.2. Optimalizace hmostnostní detekce sulfonamidů a trimethoprimu 
4.5.2.2.1. Optimalizace hmotnostní spektrometrie 
Při hmotnostní detekci sledovaných analytů byl použit hmotnostní spektrometr Agilent 
6320 Series, Ion Trap LC/MS s iontovým zdrojem elekrosprejem a sférickou iontovou pastí 
jako analyzátorem.  
Nejprve byla proměřena hmotnostní spektra všech jednotlivých analytů metodou přímého 
nástřiku. Koncentrace roztoků standardů byla zvolena 10 g.ml-1. Standardy byly připraveny 
ve směsi methanol : voda (70 : 30). Všechny analyty byly proměřeny v pozitivním módu, 
který byl zvolen na základě literární rešerše 82, 107, 108, 119.  
 
Sledované analyty a jejich hmotnostní spektra (řazeno dle retenčního času) 
V hmotnostním spektru většiny analytů měřeném v pozitivním módu byly přítomny tři 
signály různé intenzity. Jedná se o signál molekulového aduktu M+H+ a signály aduktů 
M+Na+ a M+K+. Jak je patrné např. z obrázku č. 38, molekulový adukt M+H+ 
(m/z 255,8) má vysokou intenzitu oproti ostatním aduktům.    
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Obrázek č. 38: Hmotnostní spektrum sulfathiazolu 
 
    Další sulfonamid, sulfadiazin, byl měřen rovněž v pozitivním ionizačním módu, a to 
jednoduchou hmotnostní spektrometrií. Výsledkem bylo hmotnostní spektrum se sledovaným 
molekulovým iontem m/z 250,9. Tandemová hmotnostní spektrometrie nemohla být 
používána, protože již při pouhé izolaci dané hmoty došlo k výraznému poklesu intenzity 
signálu a také intenzita fragmentu byla velmi nízká.  
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Obrázek č. 39: Hmotnostní spektrum sulfadiazinu 
 
Na obrázku č. 40 je znázorněno hmotnostní spektrum sulfapyridinu. Nejvyšší signál měl 
molekulový adukt M+H+ (m/z 249,8) a dále zde byly přítomny adukty M+Na+ (m/z 271,8) 
a M+K+ (m/z 287,8). Pro identifikaci sulfapyridinu byl proto zvolen molekulový adukt 
M+H+. 
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Obrázek č. 40: Hmotnostní spektrum sulfapyridinu 
 
Na obrázku č. 41 je znázorněno hmotnostní spektrum sulfamerazinu. Tento analyt 
vykazuje stejný trend jako předchozí látky. Pouze v tomto spektru má molekulový adukt 
M+H+ (m/z 264,9) téměř totožnou intenzitu jako adukt M+Na+ (m/z 286,9). I v tomto 
případě byl pro sledování vybrán molekulový adukt M+H+. 
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Obrázek č. 41: Hmotnostní spektrum sulfamerazinu 
 
Obrázek č. 42 znázorňuje hmotnostní spektrum trimethoprimu. Tato látka není zařazena 
do skupiny sulfonamidů, avšak bývá přidávána do lékových forem, protože znásobuje jejich 
účinky v organismu. To je důvod, proč je v kombinaci s těmito látkami často používána. Jak 
M+H+ 
M+Na+ 
M+K+ 
M+H+ 
M+Na+ 
M+K+ 
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je patrné z obrázku, tento analyt, resp. jeho molekulový adukt M+H+ (m/z 290,9) má 
výrazně vyšší intenzitu oproti sulfonamidům o stejné koncentraci. Ve spektru také není patrný 
adukt M+K+, ani M+Na+. Pro identifikaci hmotnostní spektrometrií byl proto zvolen 
molekulový adukt M+H+. 
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Obrázek č. 42: Hmotnostní spektrum trimethoprimu 
 
Na obrázku č. 43 a 44 jsou znázorněna opět spektra sulfonamidů, a to sulfamethazinu 
a sulfamethoxazolu. U hmotnostních spekter těchto analytů je opět patrný trend 
jako u předchozích sulfonamidů, tj. vyskytuje se zde molekulový adukt M+H + velké 
intenzity a dále adukty  M+K+ a M+Na+ o nižší intenzitě.  
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Obrázek č. 43: Hmotnostní spektrum sulfamethazinu 
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Obrázek č. 44: Hmotnostní spektrum sulfamethoxazolu 
 
Jak je patrné z hmotnostních spekter jednotlivých sulfonamidů, tyto látky jsou stabilní 
a bylo by možné použít pro jejich stanovení tandemovou hmotnostní spektrometrii. Ovšem 
jedná se o analyty velmi podobné struktury, díky čemuž dochází k tomu, že při fragmentaci 
vznikají totožné fragmenty (m/z) 156, 108 a 92, viz obrázek č. 45 a 46. 
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Obrázek č. 45: Fragmentace molekuly sulfonamidu 107 
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Obrázek č. 46: Výsledek fragmentace všech stanovovaných sulfonamidů 
 
4.5.2.2.2. Spojení HPLC/MS 
Po provedení a vyhodnocení přímého nástřiku jednotlivých analytů byla hmostnostní 
spektrometrie spojena s předem optimalizovanou separací pomocí kapalinové chromatografie. 
Chromatografické podmínky byly optimalizovány pomocí detektoru diodového pole. 
U analýz provedených kapalinovou chromatografií spojenou s  hmotnostní detekcí byla 
používána kolona s menším průměrem a velikostí částic, než u analýz pomocí kapalinové 
chromatografie s detekcí diodovým polem. Proto bylo třeba optimalizovat podmínky 
separace. Pro analýzu byla použita kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm) 
s velikostí částic 3,5 m. Vlastnosti kolony byly popsány v kapitole 4.4.3.2. 
Z důvodu nutného nižšího průtoku touto užší kolonou byl rovněž snížen nástřik z 5l 
na 3l, a to z  toho důvodu, že původní množství vzorku vykazovalo příliš velkou odezvu. 
Protože přenesením původních podmínek stanovených pro širší kolonu na užší kolonu, došlo 
ke spojení většiny píků, a proto bylo nezbytné také změnit mobilní fázi. Byly vyzkoušeny 
různě koncentrované roztoky kyseliny mravenčí (0,01M; 0,1%; 1%) s methanolem. Jak je 
patrné z obrázku č. 47, nejlepší byla 1% kyselina mravenčí, kdy při úpravě gradientu dochází 
k největší separaci jednotlivých analytů.  
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Obrázek č. 47 : Porovnání vlivu různých koncentrací mobilní fáze na separaci jednotlivých 
analytů 
 
 Přesto ještě dochází v jednom případě k úplné koeluci dvojice analytů (sulfadiazinu 
a sulfathiazolu) a k částečné koeluci sulfapyridinu, viz obrázek č. 48. 
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Obrázek č. 48: Separace jednotlivých analytů v 1% HCOOH a methanolu 
0,01 M 
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Díky tomu, že dochází ke koeluci výše jmenovaných látek, byla analýza rozčleněna 
do dvou segmentů. První segment byl měřen v MRM (multiple reaction monitoring) módu, 
aby mohly být dobře rozlišeny jednotlivé analyty. MRM mód byl nastaven v čase 
0 - 10 minut a zahrnoval měření sulfathiazolu, sulfadiazinu, sulfapyridinu, sulfamerazinu, 
trimethoprimu a sulfamethazinu. Druhý segment byl nastaven v čase 10 – 17 minut a byl 
použit pro identifikaci a kvantifikaci sulfamethoxazolu. Jak již bylo zmíněno výše, 
pro sledovaná léčiva byl zvolen pozitivní mód. Z tohoto měření bylo získáno následující 
spektrum.   
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Obrázek č. 49:  Spektrum s extrahovanými hmotami sledovaných analytů 
 
Pro vyhodnocení byla opět použita externí kalibrace, tj. metoda vícebodové kalibrační 
křivky, sestrojených  zvlášť pro každý stanovovaný analyt. 
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Obrázek č. 50: Kalibrační křivky sledovaných standardů sulfamerazinu (SMR), 
trimethoprimu (TMP) a sulfamethazinu (SMT) 
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Obrázek č. 51: Kalibrační křivky sledovaných standardů sulfamethoxazolu, sulfadiazinu 
(SDIA), sulfapyridinu (SPY) a sulfathiazolu (STZ) 
 
4.5.3. Optimalizace extrakce tuhou fází  
Aby bylo dosaženo dobré izolace vybraných analytů z environmentální matrice, byla 
optimalizována také použitá extrakce, tj. extrakce tuhou fází. Obdobně jako u optimalizace 
chromatografických podmínek byla optimalizace extrakce prováděna postupně podle 
přidávaných standardů. Izolace léčiv byla ověřena na modelových vzorcích standardů. 
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Výtěžnosti byly vyhodnoceny pomocí externí kalibrace, tzn. metodou vícebodové kalibrační 
křivky. Kalibrační křivky pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v přílohách. 
Pro sledované analyty byla vypočtena relativní směrodatná odchylka, nejistota výtěžnosti, 
kombinovaná nejistota analytického postupu, mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti 
(LOQ). Pro výpočet relativní směrodatné odchylky byla použita funkce v programu Microsoft 
Excel. Pro hodnocení vlivu chyb celého analytického postupu byla použita metoda hodnocení 
nejistoty – postup „shora – dolů“. 
Nejistota výtěžnosti N(R)T byla vypočítána podle vzorce 
 
 
          N(R)T (%) =
3
)100(5,0 TR ,     (1) 
 
kde RT je výtěžnost analytu. 
Kombinovaná nejistota analytického postupu byla vypočítána podle vzorce 
 
 NCT (%) = 22 )( TRNRSD   ,    (2) 
  
kde RSD je relativní směrodatná odchylka a N(R)T je nejistota výtěžnosti. 
Dále byla vypočtena mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro jejich výpočet byl využit šum 
základní linie. Mez detekce byla potom taková koncentrace sledovaného analytu, jejíž odezva 
na detektoru měla poměr signálu k šumu větší než 3. Tato hodnota byla vypočtena podle 
vztahu 
LOD (g.ml-1) = 3
a
Hs ,     (3) 
kde Hs je velikost šumu základní linie a a je směrnice kalibrační křivky. 
Mez stanovitelnosti byla následně vypočtena podle vzorce: 
 
LOQ (g.ml-1) = 10
a
Hs                (4) 
 
4.5.3.1. Optimalizace extrakce tetracyklinů 
V případě extrakce tetracyklinů tuhou fází byly posuzovány tři typy extrakčních kolonek: 
Chromabond C18, Strata C18 a Supelclean Envi – C18. Pro tyto kolonky byly optimalizovány 
extrakční postupy. Nejlepší výtěžnosti bylo dosahováno v případě extrakce pomocí kolonek 
Supelclean Envi – C18, které jediné vykazovaly odpovídající výtěžnost u všech vybraných 
tetracyklinových antibiotik: Minocyklin 89,58 %, Tetracyklin 88,11 %, Oxytetracyklin 
71,59 %, Chlortetracyklin 93,28 %, Doxycyklin 66,18 %. 
Před extrakcí tuhou fází byla nejprve provedena extrakce ultrazvukem pomocí 
McIlvainova pufru s přídavkem ethylenandiamintetraacetátu disodného z důvodu zabránění 
tvorby komplexů tetracyklinů s Ca2+, Mg2+ a Fe3+ ionty [23, 35, 100, 102, 111, 114].  
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Postup pro extrakci byl následující:  
 Aktivace 4 ml methanolu 
 Promytí 3 ml McIvainova pufru, viz kapitola 4.4.2.1. 
 Nanesení extraktu vzorku 
 Promytí 3 ml destilované vody 
 Sušení proudem vzduchu 
 Eluce 2 ml vzorku 20mM kyselinou šťavelovou v methanolu 
 
Vypočtené hodnoty výtěžností pro jednotlivé tetracykliny jsou shrnuty spolu s výpočtem 
nejistot do následujících tabulek č. 14 až č. 19. 
 
Tabulka č. 14: Výtěžnost, nejistota a kombinovaná nejistota pro minocyklin 
 
Minocyklin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 9,26 8,46 91,36 2,49 4,72 
 2 9,26 8,26 89,17 3,13 5,08 
 3 9,26 8,56 92,42 2,19 4,57 
 4 9,26 8,75 94,53 1,58 4,31 
 5 9,26 8,05 86,92 3,78 5,51 
 6 9,26 8,18 88,37 3,36 5,23 
 7 9,26 8,07 87,16 3,71 5,46 
 8 9,26 8,33 89,95 2,90 4,95 
 9 9,26 8,35 90,21 2,83 4,91 
 10 9,26 7,93 85,69 4,13 5,76 
Průměr  9,26 8,29 89,58 3,01 5,05 
 
 
Tabulka č. 15: Výtěžnost, nejistota a kombinovaná nejistota pro tetracyklin 
 
Tetracyklin  Původní koncentrace 
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 8,41 84,09 4,59 5,82 
 2 10 9,23 92,27 2,23 4,22 
 3 10 8,40 83,99 4,62 5,84 
 4 10 9,39 93,89 1,76 3,99 
 5 10 8,61 86,07 4,02 5,38 
 6 10 8,46 84,57 4,45 5,71 
 7 10 8,54 85,39 4,22 5,53 
 8 10 8,63 86,31 3,95 5,33 
 9 10 9,54 95,38 1,33 3,82 
 10 10 8,92 89,15 3,13 4,76 
Průměr  10 8,81 88,11 3,43 5,04 
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Tabulka č. 16: Výtěžnost, nejistota a kombinovaná nejistota pro oxytetracyklin 
 
Oxytetracyklin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 9,26 6,96 75,14 7,18 7,88 
 2 9,26 7,23 78,11 6,32 7,11 
 3 9,26 6,32 68,26 9,16 9,72 
 4 9,26 6,76 73,03 7,79 8,44 
 5 9,26 7,33 79,16 6,02 6,84 
 6 9,26 6,10 65,84 9,86 10,38 
 7 9,26 6,26 67,65 9,34 9,89 
 8 9,26 6,19 66,89 9,56 10,10 
 9 9,26 6,60 71,23 8,31 8,92 
 10 9,26 6,53 70,54 8,50 9,11 
Průměr  9,26 6,63 71,59 8,20 8,84 
 
 
Tabulka č. 17: Výtěžnost, nejistota a kombinovaná nejistota pro chlortetracyklin 
 
Chlortetracyklin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 9,26 8,35 90,14 2,85 4,59 
 2 9,26 8,37 90,36 2,78 4,56 
 3 9,26 8,65 93,41 1,90 4,08 
 4 9,26 8,98 96,95 0,88 3,71 
 5 9,26 9,09 98,14 0,54 3,65 
 6 9,26 9,15 98,81 0,34 3,62 
 7 9,26 9,22 99,60 0,12 3,61 
 8 9,26 8,56 92,42 2,19 4,22 
 9 9,26 7,44 80,32 5,68 6,73 
 10 9,26 8,58 92,69 2,11 4,18 
Průměr  9,26 8,64 93,28 1,94 4,29 
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Tabulka č. 18: Výtěžnost, nejistota a kombinovaná nejistota pro doxycyklin 
 
Doxycyklin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 8,66 5,99 69,13 8,91 10,84 
 2 8,66 5,84 67,45 9,40 11,25 
 3 8,66 5,44 62,79 10,74 12,39 
 4 8,66 6,15 71,01 8,37 10,40 
 5 8,66 5,12 59,18 11,78 13,31 
 6 8,66 5,54 63,93 10,41 12,11 
 7 8,66 5,58 64,47 10,26 11,97 
 8 8,66 6,07 70,12 8,63 10,61 
 9 8,66 6,35 73,36 7,69 9,87 
 10 8,66 5,23 60,39 11,43 13,00 
Průměr  8,66 5,73 66,18 9,76 11,58 
 
Tabulka č. 19: Shrnutí základních statistických údajů a meze detekce a meze stanovitelnosti 
pro skupinu tetracyklinů 
 
Látka Minocyklin Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin Doxycyklin 
Výtěžnost (%) 89,58 88,11 71,59 93,28 66,18 
N(R)T (%) 3,01 3,43 8,20 1,94 9,76 
NCT (%) 5,05 5,04 8,84 4,29 11,58 
RSD (%) 4,01 3,58 3,25 3,61 6,18 
LOD (g.l-1) 0,62 0,48 0,33 0,31 0,49 
LOQ (g.l-1) 2,07 1,60 1,10 1,03 1,63 
LOD (ng.l-1)* 6,42 11,28 12,65 8,79 2,34 
LOQ (ng.l-1)* 21,40 37,60 42,17 29,3 7,80 
* hodnoty LOD a LOQ pro hmostnostní spektrometrii 
4.5.3.1. Optimalizace extrakce sulfonamidů 
U sulfonamidů byla použita, stejně jako u tetracyklinů, extrakce tuhou fází. Vyzkoušeno 
bylo opět několik typů kolonek, pro které byly optimalizovány extrakční postupy. Nejlepší 
výtěžnosti bylo dosaženo v případě kolonek Supelclean Envi – C18. Největším problémem 
byla optimalizace extrakce trimethoprimu, protože se jedná o látku jiné struktury, než jsou 
sulfonamidy. Po optimalizaci elučního a promývacího činidla byly získány tyto podmínky 
extrakce:  
 Aktivace kolonky 2 ml 5% methanolu 
 Promytí 2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
 Nanesení 300 ml vzorku odpadní vody 
 Promytí sorbentu 2 ml 5% methanolu 
 Sušení proudem vzduchu 
 Eluce 2 ml vzorku 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
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Vypočtené hodnoty výtěžností pro jednotlivé sulfonamidy a trimethoprim jsou shrnuty 
spolu s výpočtem nejistot do následujících tabulek č. 20 až č. 27. 
 
Tabulka č. 20: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfathiazol 
 
Sulfathiazol  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 8,41 84,12 4,58 5,06 
 2 10 8,68 86,79 3,81 4,37 
 3 10 8,19 81,92 5,22 5,64 
 4 10 7,96 79,60 5,89 6,26 
 5 10 8,25 82,46 5,06 5,49 
 6 10 8,39 83,85 4,66 5,13 
 7 10 8,51 85,11 4,30 4,80 
 8 10 7,99 79,94 5,79 6,17 
 9 10 8,16 81,63 5,30 5,72 
 10 10 8,37 83,68 4,71 5,17 
Průměr  10 8,29 82,91 4,93 5,38 
 
 
Tabulka č. 21: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfadiazin 
 
Sulfadiazin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 8,76 87,56 3,59 4,81 
 2 10 8,93 89,25 3,10 4,45 
 3 10 8,55 85,54 4,17 5,26 
 4 10 7,92 79,16 6,02 6,81 
 5 10 8,14 81,37 5,38 6,25 
 6 10 8,92 89,17 3,13 4,47 
 7 10 8,77 87,65 3,57 4,79 
 8 10 8,86 88,64 3,28 4,58 
 9 10 8,67 86,73 3,83 4,99 
 10 10 8,55 85,49 4,19 5,27 
Průměr  10 8,61 86,06 4,03 5,17 
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Tabulka č. 22: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfapyridin 
 
Sulfapyridin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 7,70 76,95 6,65 7,14 
 2 10 7,41 74,13 7,47 7,91 
 3 10 7,26 72,58 7,92 8,33 
 4 10 7,14 71,38 8,26 8,66 
 5 10 7,54 75,37 7,11 7,57 
 6 10 7,33 73,27 7,72 8,14 
 7 10 6,95 69,49 8,81 9,18 
 8 10 7,25 72,51 7,94 8,35 
 9 10 6,97 69,73 8,74 9,11 
 10 10 6,82 68,24 9,17 9,53 
Průměr  10 7,24 72,37 7,98 8,39 
 
 
Tabulka č. 23: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfamerazin 
 
Sulfamerazin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 7,83 78,32 6,26 7,17 
 2 10 7,61 76,14 6,89 7,73 
 3 10 6,91 69,14 8,91 9,57 
 4 10 7,09 70,89 8,40 9,11 
 5 10 6,83 68,34 9,14 9,79 
 6 10 7,27 72,69 7,88 8,63 
 7 10 7,54 75,38 7,11 7,93 
 8 10 7,65 76,51 6,78 7,63 
 9 10 7,62 76,18 6,88 7,72 
 10 10 7,85 78,49 6,21 7,13 
Průměr  10 7,42 74,21 7,45 8,24 
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Tabulka č. 24: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro trimethoprim 
 
Trimethoprim  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 5,61 56,14 12,66 13,02 
 2 10 5,73 57,25 12,34 12,71 
 3 10 5,12 51,16 14,10 14,42 
 4 10 4,96 49,58 14,56 14,87 
 5 10 5,28 52,76 13,64 13,97 
 6 10 5,04 50,37 14,33 14,65 
 7 10 4,82 48,17 14,96 15,27 
 8 10 5,31 53,14 13,53 13,86 
 9 10 5,59 55,86 12,74 13,10 
 10 10 4,91 49,13 14,68 15,00 
Průměr  10 5,24 52,36 13,75 14,09 
 
 
Tabulka č. 25: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfamethazin 
 
Sulfamethazin  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 6,41 64,12 10,36 10,77 
 2 10 6,54 65,37 10,00 10,42 
 3 10 6,74 67,43 9,40 9,85 
 4 10 6,19 61,87 11,01 11,39 
 5 10 6,23 62,34 10,87 11,26 
 6 10 5,92 59,18 11,78 12,15 
 7 10 6,05 60,45 11,42 11,79 
 8 10 6,81 68,14 9,20 9,66 
 9 10 6,46 64,58 10,22 10,64 
 10 10 6,75 67,54 9,37 9,82 
Průměr  10 6,41 64,10 10,36 10,78 
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Tabulka č. 26: Výtěžnost extrakce tuhou fází a nejistoty vypočítané pro sulfamethoxazol 
 
Sulfamethoxazol  Původní koncentrace
Výsledná 
koncentrace Výtěžnost N(R)T NCT 
  (g.ml-1) (g.ml-1) (%) (%) (%) 
 1 10 8,31 83,11 4,88 5,76 
 2 10 8,66 86,57 3,88 4,94 
 3 10 8,56 85,62 4,15 5,16 
 4 10 8,33 83,25 4,84 5,73 
 5 10 8,75 87,45 3,62 4,75 
 6 10 7,91 79,14 6,02 6,76 
 7 10 8,76 87,56 3,59 4,72 
 8 10 8,91 89,12 3,14 4,39 
 9 10 8,64 86,39 3,93 4,98 
 10 10 8,07 80,65 5,59 6,37 
Průměr  10 8,49 84,89 4,36 5,36 
 
 
Tabulka č. 27: Shrnutí základních statistických údajů a meze detekce a meze stanovitelnosti 
pro sulfonamidy 
 
Látka STZ SDIA SPY SMR TMP SMT SMZ 
Výtěžnost (%) 82,91 86,06 72,37 74,21 52,36 64,10 84,89 
N(R)T (%) 4,93 4,03 7,98 7,45 13,75 10,36 4,36 
NCT (%) 5,38 5,17 8,39 8,24 14,09 10,78 5,36 
RSD (%) 2,13 3,19 2,59 3,51 3,04 2,94 3,07 
LOD (g.l-1) 0,99 1,05 1,21 2,50 1,99 1,62 0,90 
LOQ (g.l-1) 3,30 3,50 4,03 8,33 6,63 5,40 3,00 
LOD (ng.l-1)* 4,25 4,68 11,96 7,21 1,53 2,04 5,72 
LOQ (ng.l-1)* 14,17 15,60 39,87 24,03 5,1 6,80 19,07 
* hodnoty LOD a LOQ pro hmotnostní spektrometrii 
STZ – sulfathiazol, SDIA – sulfadiazin, SPY – sulfapyridin, SMR – sulfamerazin, TMP – trimethoprim, 
SMT - sulfamethazin, SMZ - sulfamethoxazol 
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4.6. Reálné vzorky 
Cílem předložené disertační práce byla posuzována přítomnost léčiv v odpadních vodách. 
Reálné vzorky byly odebírány v letech 2007 – 2010, a to z čistírny odpadních vod situované 
v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno a z velkokapacitní městské čistírny 
Brno – Modřice. Jako vzorkovací místa byly v  případě první čistírny zvoleny přítok 
na čistírnu a odtok z čistírny, v případě městské čistírny přítok a odtok z čistírny 
a pro doplnění v některých případech také voda z kalové laguny. 
Pro analýzu tetracyklinů bylo z každého vzorkovacího bodu použito 250 ml odebrané vody 
a v případě stanovení sulfonamidů 300 ml odebrané vody. Voda z každého odběru byla 
zpracována 3 x a v tabulkách jsou uvedeny průměrné hodnoty z těchto tří měření. 
Vyhodnocení koncentrací vybraných analytů bylo provedeno pomocí kalibrační křivky, která 
byla vždy znovu sestrojena s každou sadou reálných vzorků. 
4.6.1. Sledované analyty ze skupiny léčiv v roce 2007 
První sada odběrů byla provedena od 22. 3. do 27. 4. 2007. V těchto vzorcích byl zjišťován 
sulfathiazol (STZ), tetracyklin (TC) a chlortetracyklin (CTC). Vzorkování bylo provedeno 
na čistírně odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno, kde byly 
prováděny každodenní odběry bodových vzorků a rovněž na městské čistírně Brno – Modřice, 
kde byly jednou týdně odebírány 24 hodinové slévané vzorky. Hodnoty naměřených 
koncentrací jsou uvedeny v tabulkách č. 28 a č. 29. 
Jak je patrné z tabulek č. 28 a č. 29, koncentrace analytů na přítoku byly vždy vyšší 
než koncentrace na odtoku z čistírny odpadních vod. Koncentrace sulfathiazolu na přítoku 
byly detekovány ve všech případech, kromě dne 17.4. Na odtoku z  čistírny byla naopak 
většina hodnot pod mezí detekce nebo těsně nad ní. Jak vyplývá z tabulky stanovených 
koncentrací, toto veterinární léčivo bylo ve sledovaném časovém období hojně využíváno. 
Účinnost jeho odstranění na čistírně dosahují hodnot téměř 87 %, z čehož vyplývá, 
že z hlediska odstranění tohoto léčiva z odpadní vody je čistírna funkční. Naproti tomu 
přítomnost tetracyklinu byla detekována ve většině případů, a to jak na přítoku, tak také 
na odtoku z čistírny odpadních vod. Účinnost odstranění dosáhla v tomto případě pouze 
hodnoty 49,4 %. Nedokonalé odstranění tohoto léčiva může být způsobeno pravděpodobně 
jeho schopností vytvářet ve vodných roztocích cheláty s Ca2+ a jinými dvojmocnými kovy. 
U chlortetracyklinu, v porovnání s tetracyklinem, byly na přítoku a na odtoku z čistírny 
odpadních vod zjištěné hodnoty výrazně nižší, co ukazuje na pravděpodobnost menšího 
používání tohoto léčiva. Nižší koncentrace však mohou být rovněž způsobeny rychlým 
rozkladem působením tepla a UV záření, kterému tato látka snadno podléhá. Na odtoku nebyl 
chlortetracyklin vůbec detekován, ale vzhledem k již zmiňovaným nízkým koncentracím na 
přítoku na čistírnu odpadních vod, nebylo možné spočítat jednoznačně účinnost odstranění 
tohoto léčiva z odpadních vod. 
Typická změna koncentrací jednotlivých analytů je znázorněna na obrázku č. 52, kde jsou 
shrnuty hodnoty z 28. 3. 2007. 
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Tabulka č. 28: Naměřené koncentrace analytů v roce 2007 na čistírně odpadních vod 
VFU Brno 
 
Datum Sulfathiazol (STZ) Tetracyklin (TC) Chlortetracyklin (CTC)
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
22.3. 19,60 < LOD 21,10 3,74 < LOD < LOD 
23.3. 25,68 6,84 16,80 3,44 5,48 < LOD 
24.3. 19,62 < LOD 6,48 5,28 3,56 < LOD 
25.3. 15,78 < LOD 2,15 1,68 < LOD < LOD 
26.3. 12,36 < LOD 1,84 < LOD < LOQ < LOD 
27.3. 23,78 5,42 2,23 1,94 < LOD < LOD 
28.3. 22,90 < LOQ 7,34 4,76 1,44 < LOD 
29.3. 7,88 < LOD 4,04 1,84 2,20 < LOD 
30.3. 22,26 7,96 3,25 1,96 1,56 < LOD 
31.3. 17,78 < LOD 1,80 1,68 2,66 < LOD 
1.4. 18,24 < LOD 6,07 2,08 1,88 < LOD 
2.4. 32,62 8,92 2,02 1,60 < LOD < LOD 
3.4. 14,48 < LOD 8,74 5,06 1,24 < LOD 
4.4. 10,94 < LOD 6,51 < LOQ 3,62 < LOD 
5.4. 19,90 < LOQ 2,19 < LOD 2,70 < LOD 
6.4. 8,92 < LOD 7,54 4,26 1,78 < LOD 
7.4. 20,52 5,66 3,36 1,80 5,26 < LOD 
8.4. 16,74 < LOD 2,38 1,78 < LOD < LOD 
9.4. 5,02 < LOD 6,85 4,32 3,42 < LOD 
10.4. 6,46 < LOD 1,91 < LOD 1,26 < LOD 
11.4. 33,40 5,00 1,90 1,98 2,48 < LOD 
12.4. 8,80 5,08 1,81 1,62 2,50 < LOD 
13.4. 32,36 7,96 7,57 4,30 1,58 < LOD 
14.4. 18,24 8,76 3,80 1,76 < LOD < LOD 
15.4. 10,84 < LOD 2,21 2,14 2,14 < LOD 
16.4. 9,94 < LOD < LOQ < LOD < LOQ < LOD 
17.4. < LOD < LOD 1,71 < LOD < LOD < LOD 
18.4. 9,10 < LOD 1,62 < LOD 1,76 < LOD 
19.4. 22,58 < LOQ 1,84 < LOD < LOD < LOD 
20.4. 12,54 < LOD 2,19 2,04 2,08 < LOD 
21.4. 7,88 5,24 3,14 2,24 < LOD < LOD 
22.4. 9,20 6,22 2,30 2,14 1,52 < LOD 
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Obrázek č. 52: Grafické porovnání koncentrací analytů vybraného dne na přítoku 
a na odtoku z čistírny odpadních vod (STZ – sulfathiazol, 
TC - tetracyklin, CTC – chlortetracyklin) 
 
Jako druhá vzorkovací lokalita posuzovaná v tomto roce byla velkokapacitní městská 
čistírna odpadních vod Brno – Modřice. Vzorkování bylo prováděno 1x týdně na přítoku, 
na odtoku a také z  vod odebraných z kalové laguny. Koncentrace na přítoku i na odtoku 
z čistírny odpadních vod byly nižší, v porovnání s prokázanými koncentracemi ve vzorcích 
odebíraných na čistírně odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. 
Tyto hodnoty jsou v souladu s předpokladem, že na  městské velkokapacitní čistírně 
odpadních vod dochází k naředění koncentrací přítomných analytů; důvodem může být také 
to, že na městskou čistírnu odpadních vod jsou sváděny dešťové vody z celého města Brna. 
Koncentrace na odtoku z čistírny a ve vodách odebraných z kalové laguny byly ve většině 
případů pod mezí detekce, jak je prezentováno prostřednictvím obrázku č. 53. 
 
Tabulka č. 29: Koncentrace analytů naměřené v roce 2007 na čistírně odpadních vod 
v Brně – Modřicích 
 
 Sulfathiazol (STZ) Tetracyklin (TC) Chlortetracyklin (CTC) 
Datum Přítok Odtok Laguna Přítok Odtok Laguna Přítok Odtok Laguna 
 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
16.3. 8,13 5,70 3,68 2,17 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
23.3. 5,20 3,31 < LOD 1,99 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
6.4. 3,80 < LOD < LOD 2,17 < LOD < LOD 3,13 < LOD < LOD 
13.4. 3,44 < LOD < LOD 3,32 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
20.4. < LOQ < LOD < LOD < LOD < LOD 1,75 4,03 < LOD < LOD 
27.4. 4,45 < LOD < LOD 2,72 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
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Obrázek č. 53: Grafické porovnání koncentrací analytů vybraného dne na přítoku 
a na odtoku z čistírny odpadních vod (STZ – sulfathiazol, TC – 
tetracyklin, CTC – chlortetracyklin) 
 
Spolu se stanovením vybraných analytů byly sledovány také některé parametry potřebné 
pro doplňkovou charakterizaci odpadní vody, tj. především pH.  
 
Tabulka č. 30: Změny pH v průběhu odebírání reálných vzorků v roce 2007 
 
Datum Přítok Odtok Datum Přítok Odtok 
22.3. 7,18 7,75 7.4. 7,26 7,49 
23.3. 7,28 7,47 8.4. 7,31 7,58 
24.3. 7,35 7,49 9.4. 7,84 7,72 
25.3. 7,29 7,69 10.4. 7,92 7,68 
26.3. 7,46 7,59 11.4. 7,65 7,57 
27.3. 7,61 7,64 12.4. 7,40 7,82 
28.3. 7,89 7,62 13.4. 7,61 7,41 
29.3. 7,93 7,70 14.4. 7,86 7,62 
30.3. 7,53 7,26 15.4. 7,73 7,59 
31.3. 7,82 7,80 16.4. 7,67 7,90 
1.4. 7,56 7,73 17.4. 7,90 7,88 
2.4. 7,30 7,60 18.4. 7,84 8,13 
3.4. 7,47 7,63 19.4. 8,04 7,79 
4.4. 7,25 7,58 20.4. 7,89 7,62 
5.4. 7,36 7,78 21.4. 7,30 7,60 
6.4. 7,60 7,64 22.4. 7,40 7,82 
průměrná hodnota 7,58 7,66 
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Hodnoty pH se pohybovaly v intervalu 7,18 - 8,13, průměrná hodnota na přítoku byla 7,58 
a na odtoku 7,66. Všechny naměřené hodnoty jsou prezentovány v tabulce č. 30. Z uvedených 
hodnot je patrné, že docházelo k minimálním výkyvům hodnot pH. 
 4.6.2. Sledované analyty ze skupiny léčiv v roce 2008 
Sada odběrů pro naplánovaný experiment byla provedena v období od 25. 3. do 11. 4. 
2008. Vzorky byly odebírány vždy ráno a odpoledne na přítoku a na odtoku z čistírny 
odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Kromě toho byla 
sledována změna koncentrace vybraných analytů z více odběrů prováděných během jednoho 
dne. V těchto vzorcích byla zjišťována koncentrace sulfathiazolu (STZ), tetracyklinu (TC), 
oxytetracyklinu (OTC) a chlortetracyklinu (CTC). Prokázané koncentrace analytů jsou 
prezentovány v tabulce č. 31. 
V prosinci roku 2008 byly odebírány vzorky z téže čistírny. Tyto vzorky byly zpracovány 
v rámci projektu FRVŠ, viz kapitola 4.7. Mikrobiologický rozbor.  
Jak je patrné z tabulek č. 31 a č. 32, také u těchto odběrů byly koncentrace analytů 
na přítoku vyšší než koncentrace na odtoku z čistírny odpadních vod. V porovnání s rokem 
2007 se koncentrace sulfathiazolu a tetracyklinu pohybovaly přibližně ve stejném rozmezí. 
Naproti tomu došlo ke zvýšení koncentrací chlortetracyklinu, a to na přítoku na čistírnu 
odpadních vod. Pozoruhodné je to, že u tohoto analytu nedošlo již k tak výraznému 
odstranění, jako v předchozím roce. Účinnost odstranění byla pouze 55,2 %. Tuto nižší 
hodnotu si lze vysvětlit postupným zvýšením průtoku splaškové odpadní vody, který se 
ve sledovaných letech rapidně zvyšoval. Proto došlo ve druhé polovině roku 2009 
a v následujícím roce 2010 k rekonstrukci čistírny odpadních vod. 
Nově byl v této sérii vzorků sledován také oxytetracyklin. Na přítoku se koncentrace 
pohybovaly v širokém intervalu 3,45 – 33,12 g.l-1 a na odtoku v rozmezí 1,80 – 7,83 g.l-1. 
Jak je patrné z  uvedené tabulky č. 30, u tetracyklinu a oxytetracyklinu byly všechny 
koncentrace analytů nad mezí detekce, a to jak na přítoku, tak na odtoku z čistírny odpadních 
vod. Detekované hodnoty koncentrací tetracyklinu a oxytetracyklinu na odtoku vyplynuly 
zřejmě nejen z vysokých hodnot koncentrací na přítoku, ale také z již zmíněného problému, tj. 
kapacitně nedostačující čistírny odpadních vod. Tento fakt je zřetelný i z obrázku č. 54. 
K výraznému poklesu koncentrací sulfathiazolu v odpadní vodě docházelo zřejmě na základě 
schopnosti se účinně sorbovat na částice odpadního kalu.19, 21. 
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Tabulka č. 31:  Koncentrace analytů měřených v roce 2008 
 
 Sulfathiazol Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
25.3.R 25,00 7,92 2,76 2,72 3,45 2,90 4,10 < LOD 
25.3.O 5,44 < LOD 16,26 2,75 20,00 3,49 4,96 4,78 
26.3.R 15,68 < LOD 3,95 3,71 33,12 3,35 5,90 2,66 
26.3.O 47,20 7,84 12,41 3,43 27,22 4,16 2,90 2,33 
27.3.O 28,56 7,32 8,33 4,72 4,18 3,99 2,00 1,26 
27.3.R 21,80 4,00 17,26 6,20 6,17 3,53 2,97 1,94 
28.3.R 15,76 < LOD 6,48 6,01 4,23 3,40 2,12 1,91 
28.3.O 5,00 < LOD 8,63 6,81 10,05 7,83 2,17 1,76 
31.3.R < LOD < LOD 8,15 3,36 8,23 4,86 0,00 < LOD 
31.3.O 28,84 5,12 7,32 4,27 6,24 4,30 2,53 1,83 
1.4.R 35,36 9,68 7,06 4,84 5,15 2,48 1,99 < LOD 
1.4.O 14,52 < LOD 8,70 5,50 10,68 2,23 2,43 1,08 
2.4.R 19,4 4,08 11,80 6,38 8,23 6,56 2,93 2,70 
2.4.O 7,88 < LOD 11,12 4,99 9,81 5,31 3,85 1,08 
3.4.R < LOD < LOD 5,45 4,44 5,22 3,10 2,13 1,23 
3.4.O 5,84 < LOD 13,30 5,17 13,58 5,65 3,15 1,71 
7.4.R 34,48 6,84 6,75 4,38 5,96 5,04 1,93 < LOD 
7.4.O 15,12 < LOD 8,60 3,60 9,09 2,38 2,59 < LOD 
8.4.R 6,08 < LOD 6,99 3,35 32,69 2,04 4,48 < LOD 
8.4.O 12,92 < LOD 9,10 3,92 25,89 1,80 4,25 < LOD 
9.4.R 21,88 5,92 13,49 2,97 7,75 2,42 6,31 < LOD 
9.4.O 9,40 < LOD 8,06 4,06 8,51 4,29 2,83 1,11 
10.4.R 33,48 8,76 6,58 3,04 4,19 3,50 3,88 1,60 
10.4.O 20,44 5,12 6,40 3,21 7,50 3,82 3,48 1,96 
11.4.R 9,92 < LOD 4,92 2,68 4,76 3,03 3,78 3,12 
11.4.O 5,88 < LOD 3,66 2,52 4,31 2,09 3,73 2,83 
R ... ráno, O... odpoledne 
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Obrázek č. 54: Porovnání ranních a odpoledních vzorků odtoků a přítoků na čistírnu 
odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
(STZ - sulfathiazol, TC – tetracyklin, CTC – chlortetracyklin) 
 
    Rovněž byl dne 1. 4. 2008 sledován denní průřez zjištěných koncentrací tetracyklinů 
na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. 
Hodnoty koncentrací z tohoto měření jsou shrnuty v tabulce č. 32. 
 
 
Tabulka č. 32: Denní průřez koncentrací vybraných analytů v průběhu 1. 4. 2008 
 
 Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Hodina g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
7:00 7,06 4,84 5,15 2,48 1,99 < LOD 
9:00 9,03 5,35 17,60 2,48 2,78 1,65 
11:00 6,00 5,26 5,85 2,19 3,44 1,08 
13:00 8,70 5,50 10,68 2,23 2,43 1,08 
 
U chlortetracyklinu byl v tomto denní průřezu pozorován během dne nárůst koncentrace 
na přítoku až do 11:00 hodiny, pak došlo k mírnému poklesu koncentrace. U tetracyklinu 
a oxytetracyklinu byl trend odlišný. Z obrázku č. 55 vyplývá, že v 9:00 vzrostly koncentrace 
těchto látek, pak jejich hodnota poklesla a ve 13:00 je pozorovatelný jejich opětovný nárůst. 
Na odtoku z čistírny odpadních vod hodnoty koncentrací během dne mírně klesaly nebo byly 
téměř konstantní. 
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Obrázek č. 55: Denní průřez koncentrací vybraných analytů v průběhu 1. 4. 2008 
(TC - tetracyklin, OTC – oxytetracyklin, CTC – chlortetracyklin) 
 
4.6.3. Sledované analyty ze skupiny léčiv v roce 2009 
V tomto roce byly provedeny odběry v období od 30. 3. do 3. 4. 2009. Vzorky byly 
odebírány ráno a odpoledne na přítoku a odtoku z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno. V těchto vzorcích byl zjišťován větší počet analytů, a to 
trimethoprim (TMP), sulfapyridin (SPY), sulfathiazol (STZ), sulfamethazin (SMT), 
sulfamethoxazol (SMZ), tetracyklin (TC), oxytetracyklin (OTC) a chlortetracyklin (CTC). 
Koncentrace analytů jsou uvedeny v tabulce č. 33 a č. 34. 
V roce 2009 byly koncentrace sledovaných analytů na přítoku vyšší než koncentrace 
na odtoku z čistírny odpadních vod, stejně jako tomu bylo i v předchozích letech. Všechna 
sledovaná léčiva byla na čistírně detekována. Tetracyklin i oxytetracyklin vykazovaly 
obdobný trend jako v předchozích letech. Z porovnání s předchozím rokem vyplynulo, 
že u chlortetracyklinu došlo k lepšímu odstranění z odpadní vody (82,5 %), což ukazovalo 
na částečné zlepšení funkce čistírny odpadních vod. Přesto však koncentrace tetracyklinů 
dosáhly v součtu vysokých hodnot. U tetracyklinů, a to v porovnání ranních a odpoledních 
odběrů, nebylo možné vysledovat žádný trvalý trend, jak je znázorněno na obrázku č. 56. 
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Tabulka č. 33: Koncentrace sledovaných analytů v roce 2009 – 1. část 
 
 Sulfamethoxazol Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
30.3. R 25,05 < LOQ 16,46 3,46 22,92 3,35 1,09 < LOD
30.3 O 20,54 < LOD 3,66 3,26 14,42 4,16 2,05 1,41 
31.3. R 21,13 < LOD 9,40 3,70 13,78 3,99 1,49 < LOD
31.3. O 30,28 3,12 8,06 3,60 10,84 3,53 2,06 < LOD
1.4. R 22,94 4,14 5,28 2,68 11,86 3,40 1,17 < LOD
1.4. O 26,49 < LOQ 8,66 4,78 16,30 7,83 3,86 1,63 
2.4. R 29,10 < LOQ 6,62 2,68 15,46 4,86 < LOD < LOD
2.4. O 35,39 4,09 2,36 < LOD 13,96 4,30 1,29 < LOD
3.4. R 39,60 3,73 27,26 6,20 6,76 2,48 2,23 1,42 
3.4. O 30,60 4,53 12,94 2,97 5,88 2,23 1,94 < LOD
R ... ráno, O .. odpoledne 
 
Tabulka č. 34: Koncentrace sledovaných analytů v roce 2009 – 2. část 
 
 Trimethoprim Sulfathiazol Sulfapyridin Sulfamethazin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
30.3. R 8,46 < LOD 33,91 < LOD 29,99 < LOD 25,97 < LOD 
30.3 O 10,04 7,16 29,46 < LOD 31,90 < LOD 20,62 < LOD 
31.3. R 10,04 7,18 28,09 < LOD 29,96 5,56 21,15 < LOD 
31.3. O 12,27 6,24 31,53 < LOD 32,93 < LOD 22,51 < LOD 
1.4. R 9,96 < LOD 31,59 < LOD 34,44 < LOD 22,97 < LOD 
1.4. O 11,07 8,26 33,40 < LOD 42,97 5,52 25,05 < LOD 
2.4. R 10,19 7,25 40,41 < LOQ 38,99 5,55 26,73 < LOQ 
2.4. O 11,62 9,25 50,23 3,40 43,14 6,80 34,29 5,53 
3.4. R 9,85 6,63 30,65 < LOD 45,68 5,40 39,81 < LOQ 
3.4. O 10,78 7,32 45,35 4,26 41,40 6,36 31,19 < LOD 
R ... ráno, O .. odpoledne 
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Obrázek č. 56: Porovnání koncentrací tetracyklinů na přítoku a na odtoku z čistírny 
odpadních vod během dne (TC – tetracyklin, OTC – oxytetracyklin, 
CTC - chlortetracyklin) 
 
U další skupiny léčiv, tj. u sulfonamidů, byl zjištěn následující trend. Ve většině případů 
byla stanovena vyšší hodnota koncentrace ve vzorcích odebraných odpoledne, v porovnání 
s koncentracemi prokázanými u vzorků odebraných dopoledne, a to jak na přítoku, tak také 
na odtoku z čistírny odpadních vod, jak je možné vidět z grafu na obrázku č. 57. 
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Obrázek č. 57: Porovnání dopoledních a odpoledních hodnot koncentrací zvolených analytů 
(TMP – trimethoprim, STZ – sulfathiazol, SPY – sulfapyridin, 
SMT - sulfamethazin, SMZ – sulfamethoxazol) 
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U sulfathiazolu byl, a to v porovnání  s předchozími roky, byl pozorován růst koncentrací 
na přítoku na čistírnu odpadních vod. Na odtoku z  čistírny odpadních vod však hodnoty 
koncentrací sulfathiazolu zůstaly na stejné hladině. Navíc byl v tomto experimentu posuzován 
také sulfapyridin, sulfamethazin, sulfamethoxazol a trimethoprim. Sulfapyridin byl zjištěn 
ve všech vzorcích na přítoku na čistírnu odpadních vod a ve většině vzorků na odtoku 
z čistírny. Stejně tomu bylo u sulfamethazinu, jehož koncentrace na přítoku dosahovaly 
v průměru až hodnoty 27, 03 g.l-1, avšak většina koncentrací na odtoku z ČOV byla 
pod mezí detekce. Obdobný trend byl prokázán také v případě koncentrací sulfamethoxazolu 
na přítoku i na odtoku z čistírny odpadních vod. Spolu se sulfonamidy byl stanovován také 
trimethoprim. Jedná se o látku patřící do jiné skupiny léčiv, která však je v lékových formách 
používaná v kombinaci se sulfamethoxazolem, a to v poměru SMZ : TMP (2 : 1). Jak lze 
odvodit na základě údajů prezentovaných v tabulce č. 33 a č. 34, koncentrace trimethoprimu 
a sulfamethoxazolu na přítoku na ČOV korespondují do značné míry s tímto poměrem. 
Na základě  hodnot koncentrací kvantifikovaných na odtoku z  čistírny odpadních vod,  lze 
říci, že trimethoprim byl odstraněn pouze v malém množství.  
4.6.4. Sledované analyty ze skupiny léčiv v roce 2010 
V roce 2010 byl proveden experiment, v rámci kterého byly odebírány 24 hodinové 
slévané vzorky na přítoku a na odtoku z  velkokapacitní městské čistírny Brno – Modřice, a to 
v období od 2. 11. do 2. 12. 2010. Pro identifikaci i kvantifikaci koncentrací byla použita 
metoda HPLC – DAD; část vzorků byla následně analyzována také metodou HPLC – MS. 
Tento experiment byl zaměřen na stanovení trimethoprimu (TMP), sulfathiazolu (STZ), 
sulfadiazinu (SDIA), sulfapyridinu (SPY), sulfamerazinu (SMR), sulfamethazinu (SMT), 
sulfamethoxazolu (SMZ), minocyklinu (MTC), tetracyklinu (TC), oxytetracyklinu (OTC), 
chlortetracyklinu (CTC) a doxycyklinu (DTC). V případě použití metody HPLC – DAD byly 
sulfathiazol a sulfadiazin stanoveny jako suma koncentrací, protože tyto dvě látky se 
nepodařilo pomocí použitého analytického postupu separovat, viz kapitola 4.5.1.2. Hodnoty 
stanovených koncentrací jsou shrnuty do tabulek č. 35 a č. 36.  
Koncentrace sulfamidů sledované v odpadní vodě z městské čistírny odpadních vod 
Brno - Modřice dosahovaly menších hodnot, než koncentrace prokázané v předchozích 
analýzách v odpadních vodách odebraných na čistírně odpadních vod situované v areálu VFU 
Brno. Jedná se o farmaka převážně používaná ve veterinární medicíně a Veterinární 
a farmaceutickou univerzitu Brno lze proto z tohoto pohledu považovat za jeden z největších 
zdrojů znečištění těmito léčivy. Protože čistírna odpadních vod umístěná v tomto areálu ústí 
do veřejné kanalizace, pronikají sulfonamidy stokovou sítí i na městskou čistírnu odpadních 
vod v Brně – Modřicích. Proto se lze domnívat, že díky tomu dochází k  poklesu koncentrace 
analytů, která může být způsobená naředěním vzorků. Na čistírně odpadních vod 
v Brně - Modřicích byly detekovány všechny vybrané sulfonamidy, kromě sulfamerazinu. 
Trimethoprim byl detekován pouze v pěti vzorcích na přítoku na ČOV. Sulfapyridin byl 
stanoven ve většině vzorků na přítoku na čistírnu, většina koncentrací na odtoku však byla 
pod mezí detekce. Sulfamethazin byl zjištěn také pouze na přítoku na čistírnu odpadních vod, 
a to v  sedmi vzorcích. Obdobně tomu bylo u sumy sulfathiazolu a sulfadiazinu, kde byly tyto 
látky detekovány u dvanácti vzorků na přítoku na ČOV. Přítomnost posledního 
stanovovaného sulfonamidu, tj. sulfamethoxazolu, byla detekována ve většině vzorků 
odebraných na přítoku na čistírnu. Tyto hodnoty byly dvakrát až třikrát nižší, než hodnoty 
koncentrací prokázané v roce 2009 na čistírně odpadních vod v areálu VFU Brno.
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Tabulka č. 35-1: Koncentrace sulfonamidů a trimethoprimu v reálných vzorcích z roku 2010 – 1. část  
 
 Trimethoprim  (STZ, SDIA) Sulfapyridin Sulfamerazin Sulfamethazin Sulfamethoxazol 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
2.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 4,95 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
3.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 4,97 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOQ < LOD 
4.11. < LOD < LOD < LOQ < LOD 4,96 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
5.11. 8,67 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOQ < LOD 24,56 < LOD 
6.11. 7,85 < LOD < LOD < LOD < LOQ < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 18,83 < LOD 
7.11. 8,66 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 15,89 < LOD 
8.11. < LOD < LOD 3,56 < LOD 5,07 5,02 < LOD < LOD < LOD < LOD 11,44 < LOD 
9.11. < LOQ < LOD 6,03 < LOD 4,96 < LOD < LOD < LOD 7,29 < LOD 13,94 < LOD 
10.11. < LOD < LOD 4,90 < LOD 4,96 < LOD < LOD < LOD 6,02 < LOD 10,36 < LOD 
11.11. < LOD < LOD 6,29 < LOD 4,95 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 16,53 < LOD 
12.11. < LOQ < LOD 3,62 < LOD 5,18 4,95 < LOD < LOD 6,23 < LOD 26,09 < LOD 
13.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 5,24 5,20 < LOD < LOD < LOD < LOD 15,91 < LOD 
14.11. < LOD < LOD 3,82 < LOD 4,93 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 13,02 < LOD 
15.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 5,19 4,95 < LOD < LOD 6,13 < LOD 8,37 < LOD 
16.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 4,95 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 14,50 < LOD 
17.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 4,97 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 15,59 < LOD 
18.11. < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 11,76 < LOD 
19.11. < LOQ < LOD 4,25 < LOD 4,95 4,95 < LOD < LOD 5,45 < LOD 16,66 < LOD 
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Tabulka č. 35-2: Koncentrace sulfonamidů a trimethoprimu v reálných vzorcích z roku 2010 – 2. část  
 
 Trimethoprim  (STZ, SDIA) Sulfapyridin Sulfamerazin Sulfamethazin Sulfamethoxazol 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
20.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 5,03 5,00 < LOD < LOD < LOD < LOD 10,18 < LOD 
21.11. < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 10,86 < LOD 
22.11. < LOD < LOD < LOQ < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 5,87 < LOD 10,57 < LOD 
23.11. 7,48 < LOD < LOD < LOD 5,10 4,99 < LOD < LOD < LOD < LOD 8,16 < LOD 
24.11. 6,78 < LOD 3,71 < LOD 5,63 5,25 < LOD < LOD < LOD < LOD 14,24 < LOD 
25.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 6,38 5,03 < LOD < LOD < LOD < LOD 16,27 < LOD 
26.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 5,29 5,06 < LOD < LOD < LOD < LOD 15,24 < LOD 
27.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 6,06 5,16 < LOD < LOD < LOD < LOD 16,87 < LOD 
28.11. < LOD < LOD < LOD < LOD 7,28 5,03 < LOD < LOD < LOD < LOD 9,81 < LOD 
29.11. < LOD < LOD 3,52 < LOD 7,33 4,97 < LOD < LOD 6,02 < LOD 10,16 < LOD 
30.11. < LOD < LOD 6,98 < LOD 7,63 5,06 < LOD < LOD < LOD < LOD 10,81 < LOD 
1.12. < LOD < LOD 5,29 < LOD 6,15 5,15 < LOD < LOD < LOD < LOD 13,52 < LOD 
2.12. < LOD < LOD 5,63 < LOD 6,09 4,96 < LOD < LOD < LOQ < LOD 11,99 < LOD 
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Tabulka č. 36-1: Koncentrace tetracyklinů v reálných vzorcích z roku 2010 – 1. část 
 
 Minocyklin Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin Doxycyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
2.11. 4,90 2,38 8,08 3,04 < LOD < LOD < LOD < LOD 6,78 1,66 
3.11. 4,87 2,34 7,02 2,51 < LOD < LOD 3,68 < LOD 2,03 < LOD 
4.11. 3,75 2,45 7,14 2,57 < LOD < LOD 6,65 < LOD 1,80 < LOD 
5.11. 3,55 2,72 7,26 2,63 < LOD < LOD 1,74 < LOD 1,91 < LOD 
6.11. 3,71 2,67 7,27 2,63 < LOD < LOD 2,09 < LOD 1,80 1,78 
7.11. 4,54 2,31 7,76 2,88 < LOD < LOD 1,90 1,05 3,86 1,96 
8.11. 4,79 2,47 7,76 2,88 2,43 1,37 < LOD < LOD 4,61 < LOD 
9.11. 6,46 2,84 6,80 2,40 1,93 < LOD 4,90 < LOD 4,35 1,98 
10.11. 6,82 2,37 6,68 2,34 1,37 < LOD 3,35 < LOD 2,72 < LOD 
11.11. 9,07 2,40 6,91 2,45 1,26 < LOD 3,42 < LOD 7,85 < LOQ 
12.11. 8,04 2,66 9,08 3,54 1,57 1,41 < LOD < LOD 3,33 < LOD 
13.11. 8,02 2,20 5,36 1,68 < LOD < LOD < LOD < LOD 3,22 < LOD 
14.11. 8,10 2,32 5,35 1,68 1,34 1,25 1,92 < LOD 4,13 1,74 
15.11. 6,72 2,58 5,51 1,76 1,37 < LOD < LOD < LOD 4,72 1,67 
16.11. 9,95 2,95 7,79 2,90 1,41 < LOD < LOD < LOD 3,08 1,63 
17.11. 9,86 2,77 12,17 5,09 1,54 1,33 1,56 < LOD 5,23 1,78 
18.11. 9,50 2,67 11,74 4,87 1,41 1,29 1,76 < LOD 4,35 < LOD 
19.11. 8,33 2,74 11,94 4,97 1,33 < LOD 1,90 < LOD 6,06 < LOQ 
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Tabulka č. 36-2: Koncentrace tetracyklinů v reálných vzorcích z roku 2010 – 2. část 
 
 
 Minocyklin Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin Doxycyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
20.11. 6,91 2,74 10,79 4,40 < LOD < LOD < LOD < LOD 3,81 < LOD 
21.11. 8,37 2,87 12,01 5,00 2,00 1,30 1,59 < LOD 4,35 1,81 
22.11. 7,40 2,65 11,21 4,61 1,37 < LOQ < LOD < LOD 3,44 1,70 
23.11. 3,24 2,09 5,30 1,65 1,31 < LOD 2,00 < LOD 3,35 2,02 
24.11. 6,20 3,79 5,41 1,70 2,57 < LOD < LOD < LOD 7,27 2,08 
25.11. 6,56 2,16 5,43 1,72 3,73 < LOD < LOD < LOD 3,49 1,74 
26.11. 3,65 2,70 13,78 5,89 2,73 < LOQ < LOD < LOD 5,28 1,87 
27.11. 7,91 3,22 5,36 1,68 1,39 < LOD 2,41 < LOD 5,16 < LOD 
28.11. 7,42 2,34 13,72 5,86 2,86 < LOQ 3,20 < LOQ 3,18 1,82 
29.11. 8,82 2,45 14,61 6,31 3,17 < LOQ 1,82 < LOD 4,65 < LOD 
30.11. 6,76 2,62 9,94 3,97 2,81 < LOQ < LOD < LOD 2,38 1,79 
1.12. 7,84 2,51 8,16 3,08 2,20 < LOD < LOD < LOD 3,23 1,81 
2.12. 7,73 2,23 8,58 3,29 2,33 < LOD < LOD < LOD 1,70 1,65 
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V reálných vzorcích z  této sady odběrů byly detekovány všechny druhy zjišťovaných 
tetracyklinů. Tetracyklin byl stanoven ve všech odebraných vzorcích na přítoku i na odtoku 
z městské čistírny odpadních vod Brno – Modřice. Hodnoty koncentrací ve vzorcích 
odpadních vod přibližně odpovídaly hodnotám stanoveným v roce 2009 na čistírně odpadních 
vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Toto léčivo je jedním 
z nejběžnějich antibiotik aplikovaných ve veterinární i humánní medicíně, a v důsledku toho 
pravděpodobně nedochází k výraznému poklesu koncentrací na městské čistírně odpadních 
vod. Čistírna v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno není zřejmě největším 
zdrojem znečištění tímto léčivem, a to vzhledem k tomu, že na městskou čistírnu odpadních 
vod ústí i odpadní vody pocházející z několika nemocnic a zdravotnických zařízení, které jsou 
provozovány v městě Brně. Koncentrace oxytetracyklinu na přítoku a na odtoku z  čistírny 
odpadních vod byly nízké a většina z nich se pohybovala pod mezí detekce. Obdobné to bylo 
také u  následujícího antibiotika, chlortetracyklinu, jehož koncentrace rovněž dosahovaly 
nízkých hodnot. Naproti tomu na odtoku z čistírny odpadních vod byly téměř všechny 
hodnoty koncentrací pod mezí detekce. Navíc byl v rámci tohoto experimentu  stanovován 
minocyklin a doxycyklin. Minocyklin byl detekován ve všech vzorcích na přítoku i odtoku 
z čistírny odpadních vod. Koncentrace na přítoku se pohybovaly v intervalu 3,24 – 9,95 g.l-1 
a na odtoku v intervalu 2,09 – 3,79 g.l-1. Doxycyklin byl stanoven ve všech vzorcích 
na přítoku, kde se koncentrace nacházely v rozmezí 1,70 - 7,85 g.l-1; přibližně v polovině 
případů byly detekovány i ve vzorcích odpadních vod z odtoku z čistírny odpadních vod. 
Porovnání jednotlivých stanovovaných tetracyklinů, sulfonamidů a trimethoprimu 
na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod je znázorněno na obrázku č. 58. 
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Obrázek č. 58: Porovnání koncentrací sulfonamidů, tetracyklinů a trimethoprimu na přítoku 
a na odtoku z čistírny odpadních vod (TMP – trimethoprim, 
STZ - sulfathiazol, SDIA – sulfadiazin, SPY – sulfapyridin, 
SMR - sulfamerazin, SMT – sulfamethazin, SMZ – sulfamethoxazol, 
MTC - minocyklin, TC - tetracyklin, OTC – oxytetracyklin, 
DTC - doxycyklin) 
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4.6.4.1. Měření pomocí kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí 
Část vzorků z roku 2010 byla analyzována také pomocí kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí. Jako hmotnostní detektor byla využita iontová past s elektrosprejem, 
jak bylo popsáno v kapitole č. 4.4.3.2. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie s hmotnostní 
detekcí. Stanovené koncentrace vybraných analytů jsou shrnuty v následujících tabulkách 
č. 37 - č. 40. 
 
Tabulka č. 37: Hodnoty koncentrací vybraných tetracyklinů stanovené pomocí kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí 
 
 Minocyklin Tetracyklin Oxytetracyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
21.11. 7,22 2,86 12,77 5,18 1,18 1,04 
22.11. 7,94 2,48 11,26 4,19 1,18 0,42 
23.11. 3,32 2,27 5,31 1,39 1,23 0,25 
24.11. 6,39 4,14 5,60 1,63 2,54 0,28 
25.11. 6,47 2,14 6,08 1,63 4,19 0,28 
26.11. 3,58 2,02 14,72 5,63 2,39 0,94 
27.11. 7,93 3,07 5,63 1,86 1,97 0,25 
28.11. 7,34 2,39 13,34 6,14 2,34 0,42 
29.11. 9,38 2,31 16,47 6,14 3,63 0,40 
30.11. 6,95 2,31 10,74 3,38 2,11 0,40 
 
Tabulka č. 38: Hodnoty koncentrací vybraných tetracyklinů stanovené pomocí kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí 
 
 Chlortetracyklin Doxycyklin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
21.11. 1,42 0,27 4,19 1,77 
22.11. 0,10 0,07 3,59 1,73 
23.11. 1,86 0,04 3,58 2,09 
24.11. 0,05 0,25 7,08 2,34 
25.11. 0,05 0,04 3,95 1,76 
26.11. 0,11 0,21 5,59 1,86 
27.11. 2,02 0,15 5,89 0,41 
28.11. 3,38 0,02 2,49 1,91 
29.11. 1,65 0,07 4,23 0,13 
30.11. 0,04 0,17 2,39 1,75 
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Jak je patrné z tabulek č. 37 a č. 38, stanovované tetracykliny byly detekovány ve všech 
vzorcích, pokud byla použita metoda LC – MS. Ve většině případů byly koncentrace 
na přítoku vyšší než koncentrace na odtoku z čistírny odpadních vod.  
Koncentrace minocyklinu na odtoku se pohybovaly v intervalu 3,32 – 9,38 g.l-1 
a na odtoku v intervalu 2,02 – 4,14 g.l-1. Hodnoty koncentrací tetracyklinu na přítoku se 
nacházely v  rozmezí 5,31 – 16,47 g.l-1 a na odtoku v  rozmezí 1,39 – 6,14 g.l-1.  
Z uvedených hodnot vyplývá, že tetracyklin se vyskytoval na přítoku i na odtoku ve vyšších 
koncentracích než minocyklin. V případě tetracyklinu nastalo větší odstranění (65,41 %) 
z odpadní vody, než v případě minocyklinu (57,74 %). Koncentrace oxytetracyklinu byly 
ve vzorcích odpadní vody výrazně nižší, než v případě minocyklinu a tetracyklinu. V tomto 
případě bylo zaznamenáno i vyšší odstranění léčiva na čistírně odpadních vod, a to 73,77 %. 
Obdobně tomu bylo i u chlortetracyklinu, kde koncentrace této látky byly detekovány ještě 
na nižší hladině. Naproti tomu koncentrace doxycyklinu odpovídaly spíše koncentrační úrovni 
minocyklinu; doxycyklin byl na čistírně odstraněn z 58,03 %.  
 
 
Tabulka č. 39: Hodnoty koncentrací vybraných sulfonamidů stanovené pomocí kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí 
 
 Trimethoprim Sulfathiazol Sulfadiazin Sulfapyridin 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 
21.11. 1086,7 446,5 580,4 < LOD 362,7 < LOD 548,0 170,1 
22.11. 1065,2 611,6 630,0 110,6 465,5 < LOD 471,2 285,4 
23.11. 8230,0 521,2 772,6 510,0 89,4 210,5 4790,1 5130,0 
24.11. 7380,0 629,9 2751,8 440,7 608,3 150,6 4850,6 5531,0 
25.11. 1168,6 633,8 653,8 380,2 364,5 < LOD 6990,8 5780,9 
26.11. 1146,6 768,3 747,7 160,9 197,2 150,9 6010,0 5696,6 
27.11. 1826,3 666,9 254,5 200,3 188,8 < LOD 6460,4 5364,1 
28.11. 85,1 6,7 297,4 280,4 635,8 370,3 7570,9 5427,4 
29.11. 76,9 62,8 2892,4 290,6 353,7 240,6 7810,5 5232,3 
30.11. < LOD < LOD 4054,0 440,4 2159,6 340,7 8010,5 5731,7 
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Tabulka č. 40: Hodnoty koncentrací vybraných sulfonamidů stanovené pomocí kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí 
 
 Sulfamerazin Sulfamethazin Sulfamethoxazol 
 Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
Datum ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 ng.l-1 
21.11. < LOD < LOD 682,5 172,8 13654,2 59,2 
22.11. < LOD < LOD 6090,0 362,4 14326,5 21,3 
23.11. 136,6 133,1 294,8 56,4 10267,4 < LOD 
24.11. 141,8 120,0 371,6 62,4 16869,8 < LOD 
25.11. 179,5 134,2 423,7 35,7 17981,0 < LOQ 
26.11. 142,9 50,0 6470,7 47,7 14013,9 135,9 
27.11. 135,5 90,0 948,7 25,2 13955,7 62,2 
28.11. 209,4 134,5 1588,5 20,9 8214,0 < LOD 
29.11. 211,1 132,2 6340,0 13,4 9067,8 42,6 
30.11. 221,1 135,2 158,2 9,1 12176,1 < LOQ 
 
Koncentrace sulfonamidů uvedené v tabulkách č. 39 a č. 40 byly ve většině případů vyšší 
na přítoku než na odtoku z  čistírny odpadních vod. Koncentrace těchto látek se obvykle 
pohybovaly na  nižších hladinách než koncentrace tetracyklinů, kromě sulfamethoxazolu, 
který dosahoval vyšších hodnot. Trimethoprim byl detekován ve všech vzorcích kromě 
odběru provedeného 30. 11., kde byla hodnota na přítoku i  na odtoku pod mezí detekce. 
Koncentrace trimethoprimu na přítoku na čistírnu odpadních vod byly stanoveny v rozpětí 
76,9 – 8230,0 ng.l-1. Koncentrace na odtoku byly o jeden řád nižší, než na přítoku na ČOV. 
Sulfathiazol byl také prokázán ve všech vzorcích, kromě vzorku z odtoku ze dne 21.11. 
Hodnoty koncentrací byly mírně nižší než koncentrace trimethoprimu, a to jak na přítoku, tak 
také na odtoku z  ČOV. V případě těchto dvou látek byla zaznamenána shodná hodnota 
odstranění v důsledku aplikované čistírenské technologie, a to 60 %. Koncentrace 
sulfadiazinu se pohybovaly v ještě nižších hladinách než v  případě sulfathiazolu. U tohoto 
léčiva  nedosáhly čtyři vzorky vyšších hodnot, než byla mez detekce. Ostatní koncentrace se 
pohybovaly v  rozmezí 150,6 – 370,3 ng.l-1. Sulfapyridin byl stanoven ve vyšších 
koncentracích než všechny tři uvedené analyty. Jeho koncentrace kolísaly v rozmezí hodnot 
471,2 – 8010,5 ng.l-1 na přítoku a 170,1 – 5780,9 ng.l-1 na odtoku  z  čistírny odpadních vod. 
Sulfapyridin byl odstraněn prostřednictvím použité čistírenské technologie velmi málo, a to 
pouze z  20,9 %. Koncentrace sulfamerazinu korelovaly s hodnotami sulfadiazinu. Tento 
analyt byl detekován ve všech uvedených vzorcích, kromě přítoku a odtoku z 21. 11. a 22. 11. 
Ostatní hodnoty zjištěných koncentrací byly v intervalu 50,0 – 221,1 ng.l-1. Koncentrace této 
látky, obdobně jako u sulfadiazinu, poklesla na čistírně pouze o 31,7 %. Koncentrace 
sulfamethazinu kolísaly ve velkém koncentračním rozpětí, a to 9,1 - 6470,7 ng.l-1. U tohoto 
analytu je zřejmé, že na čistírně rapidně poklesla jeho koncentrace, a to o 91,36 %. Obdobná 
změna koncentrací byla pozorována také v případě sulfamethoxazolu. Zde bylo pozorováno 
odstranění z 99,51 %, přičemž polovina hodnot koncentrací kvantifikovaných na odtoku 
z ČOV klesla až pod mez detekce. Koncentrace tohoto léčiva na přítoku výrazně vzrostla, 
v porovnání s ostatními stanovovanými sulfonamidy a tetracykliny.  
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Koncentrace sulfonamidů a tetracyklinů stanovené pomocí kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí byly porovnány s koncentracemi vzorků měřenými pomocí kapalinové 
chromatografie s detekcí diodovým polem. Toto porovnání je prezentováno v následujících 
grafech č. 59 – č. 63. 
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Obrázek č. 59: Porovnání koncentrací minocyklinu (MTC), tetracyklinu (TC) 
a oxytetracyklinu (OTC) měřené metodou kapalinové chromatografie 
s detekcí diodovým polem a kapalinové chromatografie s hmotnostní 
detekcí  
 
V případě minocyklinu, který byl detekován ve všech vzorcích oběma použitými 
metodami, hodnoty zjištěné pomocí LC - MS dosahovaly 86,24 – 107,26 % koncentrace 
měřené pomocí detektoru diodového pole. Obdobně se hodnoty koncentrací měnily na odtoku 
(88,46 – 109,26 %). Pouze jedna hodnota poklesla pouze o 24,89 %. Tetracyklin byl, stejně 
jako minocyklin, detekován ve všech vzorcích na přítoku i  na odtoku z čistírny odpadních 
vod. V tomto případě se hodnoty na přítoku odlišovaly od hodnot měřených detektorem 
diodového pole, a to v rozmezí 97,21 – 112,70 % hodnoty stanovené LC - DAD. Na odtoku 
byl tento interval obdobný (84,32 - 110,57 %). Naproti tomu u oxytetracyklinu byl pozorován 
větší rozptyl koncentrací, pohyboval se v rozmezí 75,05 - 114,58 % původní koncentrace 
(LC – DAD); jedna hodnota dokonce poklesla až na 59,18 %. Koncentrace oxytetracyklinu 
na odtoku byla kvantifikována pouze v jednom případě a lišila se o 19,53 % od hodnoty 
stamovené LC – DAD. . 
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Obrázek č. 60: Porovnání koncentrací chlortetracyklinu (CTC) a doxycyklinu (DTC) měřené 
metodou kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem a kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí  
 
Chlortetracyklin byl v případě použití metody kapalinové chromatografie s  detekcí 
diodovým polem detekován pouze v pěti vzorcích odebraných na přítoku na čistírnu 
odpadních vod, na odtoku nebyl zaznamenán vůbec. Při porovnání pozitivních nálezů 
prokázaných na přítoku na ČOV detekovaných pomocí hmotnostního spektrometru bylo 
zjištěno, že rozdíl koncentrací se pohyboval v rozmezí 83,91 – 105,81 % koncentrace 
stanovené LC – DAD.  
Doxycyklin byl stanoven ve všech vzorcích jak na přítoku, tak také na odtoku z čistírny 
odpadních vod. Koncentrace tohoto analytu naměřené pomocí hmotnostního detektoru se 
měnily v rozmezí 78,30 – 114,13 % a 97,56 – 112,28 % původní hodnoty měřené LC – DAD 
na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod. 
V případě trimethoprimu byla tato látka zjištěna pouze ve dvou vzorcích na přítoku 
na čistírnu odpadních vod. U těchto vzorků se koncentrace stanovená metodou kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí lišila od koncentrace stanovené metodou kapalinové 
chromatografie s detekcí diodovým polem o 9,39 %. 
Suma koncentrací sulfathiazolu a sulfadiazinu byla stanovena metodou LC – DAD pouze 
ve třech vzorcích na přítoku. V porovnání měření hmotnostním spektrometrem s měřením 
pomocí detektoru diodového pole byla nejvyšší odchylka 9,36 %. 
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Obrázek č. 61: Porovnání koncentrací trimethoprimu (TMP) a sulfathiazolu (STZ) 
se sulfadiazinem (SDIA) měřené metodou kapalinové chromatografie 
s detekcí diodovým polem a kapalinové chromatografie s hmotnostní 
detekcí  
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Obrázek č. 62: Porovnání koncentrací sulfapyridinu (SPY) a sulfamerazinu (SMR) měřené 
metodou kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem a kapalinové 
chromatografie s hmotnostní detekcí 
Sulfapyridin byl metodou LC – DAD stanoven ve všech vybraných vzorcích kromě vzorků 
odpadní vody odebrané 21. a 22. 11. na přítoku i na odtoku z  čistírny odpadních vod. 
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V případě přítoku na čistírnu dosahovaly  hodnoty koncentrací, měřené hmotnostním 
spektrometrem, 86,16 – 113,67 % koncentrace stanovené prostřednictvím detekce diodovým 
polem, na odtoku 102,73 – 115,01 %. 
Naproti tomu sulfamerazin nebyl metodou kapalinové chromatografie s detekcí diodovým 
polem vůbec nalezen. 
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Obrázek č. 63: Porovnání koncentrací sulfamethazinu (SMT) a sulfamethoxazolu (SMZ) 
měřené metodou kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem 
a kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí  
 
Přítomnost sulfamethazinu byla metodou LC – DAD prokázána ve dvou vzorcích 
na přítoku na čistírnu odpadních vod. Hodnoty stanovené metodou kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí se lišily pouze o 3,75 – 5,32 %. 
Sulfamethoxazol byl identifikován metodou LC – DAD ve všech vzorcích na přítoku 
na čistírnu odpadních vod. Na odtoku z čistírny byly však koncentrace pod mezí detekce. 
U tohoto analytu byl pozorován větší rozptyl hodnot měřených LC – MS, než u ostatních 
sulfonamidů; pohyboval se v  rozmezí 82,70 – 125,70 % hodnoty měřené metodou 
LC - DAD. Jedna koncentrace se odlišovala dokonce o 35,54 %. 
Na základě prezentovaných výsledků porovnání koncentrací analytů stanovených pomocí 
LC – DAD a pomocí LC – MS lze konstatovat, že tyto hodnoty navzájem korespondují 
ve většině případů. Stanovení metodou LC – MS proto potvrdilo funkčnost metody 
LC - DAD. 
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4.6.5. Porovnání měření prováděných v jednotlivých letech 
Na závěr byly porovnány koncentrace měřených sulfonamidů a tetracyklinů ve stejném 
období v  jednotlivých letech stanovené na čistírně odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzitě Brno a  na městské velkokapacitní čistírně Brno – Modřice. Toto 
porovnání je znázorněno na obrázcích č. 64 - č. 67. 
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Obrázek č. 64: Porovnání koncentrací sulfathiazolu (STZ) v letech 2007, 2008 a 2009 
ve vzorcích odebíraných z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno 
 
Jak je patrné z obrázku č. 64, nejvyšší koncentrace sulfathiazolu na přítoku byly naměřeny 
v roce 2009. Koncentrace sulfathiazolu na přítoku stanovené v roce 2007 odpovídaly 
přibližně koncentracím stanoveným v roce 2008, i když některé koncentrace zjištěné v roce  
2008 jsou mírně zvýšené. Koncentrace sulfathiazolu na odtoku z čistírny odpadních vod se 
pohybovaly na velmi nízkých hladinách, případně pod mezí detekce; přesto však průměrné 
hodnoty koncentrací poklesly od 7,51 g.l-1  až po 3,83 g.l-1 od roku 2007 do roku 2009. 
U tetracyklinu byly nejvyšší koncentrace stanoveny na přítoku v roce 2009. Koncentrace 
na přítoku v roce 2007 a 2008 byly detekovány v hodnotách koncentrací jen o něco málo 
nižších. Podobné rozdíly byly pozorovány v  jednotlivých letech i na odtoku z  čistírny 
odpadních vod. Přesto lze konstatovat, že nejvyšší koncentrace na odtoku byly kvantifikovány 
v roce 2008. 
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Obrázek č. 65: Porovnání koncentrací tetracyklinu (TC) v letech 2007, 2008 a 2009 
ve vzorcích odebíraných z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno 
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Obrázek č. 66: Porovnání koncentrací chlortetracyklinu (CTC) v letech 2007, 2008 a 2009 
ve vzorcích odebíraných z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno 
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U chlortetracyklinu byl pozorován minimální rozdíl mezi koncentracemi na přítoku 
na čistírnu odpadních vod. Pouze v roce 2008 je zřejmý mírný nárůst koncentrací této látky. 
Na odtoku z  čistírny v roce 2007 nebyl chlortetracyklin detekován. Obdobně tomu bylo 
i v roce 2009, kdy byl chlortetracyklin stanoven pouze v minimálním počtu případů. Nejvyšší 
koncentrace na odtoku byly proto také u tohoto analytu zjištěny v roce 2008. 
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Obrázek č. 67: Porovnání koncentrací sulfathiazolu (STZ), tetracyklinu (TC) 
a chlortetracyklinu (CTC) v letech 2007 a 2010 ve vzorcích 
odebíraných z městské velkokapacitní čistírny odpadních vod 
Brno - Modřice 
 
Koncentrace sulfathiazolu na městské čistírně odpadních vod Brno – Modřice, a to 
na přítoku, byly výrazně vyšší v roce 2007 než v roce 2010. V roce 2010 nebyl sulfathiazol 
téměř vůbec detekován. Na odtoku byl prokázán obdobný výsledek v obou letech, kdy 
ve většině vzorků v roce 2007 nebyl sulfathiazol stanoven a v roce 2010 nebyl identifikován 
v žádném vzorku.  
Tetracyklin naopak dosahoval vyšších hodnot na přítoku na čistírnu odpadních vod v roce 
2010, kdy byly kvantifikovány hodnoty koncentrací v rozmezí 5,30 – 14,61 g.l-1. Naproti 
tomu v roce 2007 byl tento interval pouze v rozsahu 1,99 – 3,32 g.l-1  V případě odtoku 
z čistírny odpadních vod Brno – Modřice byl výsledek obdobný. V roce 2007 se všechny 
hodnoty koncentrací pohybovaly pod mezí detekce, kdežto v roce 2010 v intervalu 
1,65 - 6,31 g.l-1.  
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Naopak v případě tetracyklinu byly zjištěné koncentrace tohoto analytu na přítoku 
na čistírnu odpadních vod velmi podobné v obou letech. V roce 2007 bylo více koncentrací 
pod mezí detekce a ostatní byly zjištěny v rozmezí koncentrací 3,13 – 4,03 g.l-1. V roce 2010 
se rovněž polovina koncentrací vyskytovala pod mezí detekce, ostatní potom v intervalu 
1,56 - 6,65 g.l-1. Na odtoku z ČOV, a to shodně v roce 2007 i v roce 2010, nedosáhly 
koncentrace tetracyklinu  v reálných vzorcích ani meze detekce. 
  
4.6.6. Porovnání získaných výsledků s literárními údaji 
Stanovení léčiv v odpadních vodách se v posledních letech stalo velmi aktuálním tématem, 
kterému je nutné se věnovat. Pro stanovení těchto látek v odpadní vodě je používán větší 
počet různých metod pro jejich izolaci z environmentální matrice, pro separaci a detekci. 
Nejčastěji je pro skupinu sulfonamidů a tetracyklinů jako nejvhodnější izolační technika 
aplikována extrakce tuhou fází (SPE) a vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detekcí 
diodovým polem nebo hmotnostní detekcí. 
Přestože je porovnávána právě kapalinová chromatografie a extrakce tuhou fází, je třeba 
vzít v úvahu i to, že se v případě izolace pomocí SPE liší analytické postupy typem použitých 
kolonek a vlastním extrakčním postupem. Totéž platí i v případě kapalinové chromatografie, 
kde jsou používány různé podmínky separace a různé typy detektorů.   
Dalším významným problémem porovnání výsledků s literaturou je vzorkovací místo. 
Většina odborných publikací neuvádí průtoky odpadní vody a počet ekvivalentních obyvatel, 
na který je čistírna odpadních vod dimenzována. Velký rozdíl je také zaznamenán mezi 
městskými čistírnami odpadních vod a specializovanými čistírnami, jako je například čistírna 
odpadních vod situovaná v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno.  
Samozřejmě výsledky ovlivňuje v neposlední míře rovněž typ analytů, které jsou v dané 
zemi používány jako účinné látky, vesměs odlišných lékových forem.  
Lze proto porovnat typy analytů, které byly v daném vzorkovacím místě detekovány. 
Z důvodů různých provozních podmínek používaných v jednotlivých čistírnách odpadních 
vod, by porovnání konkrétních hodnot koncentrací nebylo vypovídající a relevantní. 
Posouzení výsledků získaných v rámci řešení této disertační práce s koncentracemi shodných 
analytů publikovaných v literatuře bylo proto provedeno pouze řádově.  
Jak již bylo zmíněno výše, chybí ve většině odborných publikací charakteristika sledované 
čistírny odpadních vod. Pouze ve studii z  r. 2005 (Yang, S. 35) je prezentováno, 
že sledovaná čistírna odpadních vod pro město Fort Colins ve státě Colorado je dimenzována 
pro 125 000 lidí a přítok odpadní vody činí cca 45 - 50 tis. m3/ den. V těchto odpadních 
vodách byly sledovány následující analyty: oxytetracyklin, tetracyklin, demeklocyklin, 
chlortetracyklin, doxycyklin, meklocyklin, sulfathiazol, sulfamethazin, sulfachlorpyridazin, 
sulfamethoxazol a sulfadimethoxin. Ve vodách odebraných na přítoku na tuto čístírnu byl 
detekován tetracyklin, chlortetracyklin, doxycyklin, demeklocyklin, sulfamethazin, 
sulfamethoxazol a sulfadimethoxin, na odtoku z ČOV potom pouze chlortetracyklin, 
doxycyklin a sulfamethoxazol ve snížených množstvích. Tyto látky byly stanoveny řádově 
v jednotkách g.l-1. Obdobně tomu bylo i ve studii pocházející z roku 2006 (Choi, K. [110]), 
kde byla v odpadní vodě vodě posuzována přítomnost sulfamonomethoxinu, 
sulfadimethoxinu, sulfamethoxazolu, sulfathiazolu, sulfachlorpyridazinu, sulfamerazinu, 
sulfamethazinu, oxycyklinu, minocyklinu, doxycyklinu, meklocyklinu, chlortetracyklinu, 
demeklocyklinu a tetracyklinu. Na přítoku na čistírnu byly detekovány všechny uvedené 
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analyty řádově v jednotkách g.l-1. Na odtoku byl identifikován pouze doxycyklin, 
meklocyklin, chlortetracyklin, demeklocyklin, sulfathiazol a sulfachlorpyridazin. Také 
v tomto případě byl zaznamenán pokles koncentrací. Nejvyšší koncentrace na této čistírně 
odpadních vod dosáhl sulfathiazol, sulfamethoxazol a chlortetracyklin. Také další studie 
publikovaná v roce 2006 (Peng, X. [92]) se zabývala stanovením sulfonamidů, konkrétně 
sulfadiazinu, sulfamethoxazolu a sulfamerazinu v  odpadní vodě. V tomto případě byl 
detekován sulfadiazin a sulfamethoxazol, a to pouze na přítoku na obě čistírny města 
Guangzhou v Číně. Koncentrace těchto látek se pohybovaly v jednotkách g.l-1. Ve všech 
třech studiích se jednalo o městské čistírny odpadních vod. Lze je proto, alespoň přibližně, 
porovnat s velkokapacitní městskou čistírnou odpadních vod v městě Brně – Modřicích.  
Jak je patrné z  výsledků uvedených v předchozích kapitolách, hodnoty získaných 
koncentrací do značné míry korelují s uvedenými studiemi. Spektrum identifikovaných léčiv 
také přibližně odpovídá.  
Čistírnu odpadních vod situovanou v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
lze obtížně porovnávat s běžnou městskou čistírnou odpadních vod, protože na tuto čistírnu 
ústí odpadní vody z 5-ti veterinárních klinik, které se nacházejí v areálu této univerzity. 
Koncentrace prokázané v odpadní vodě odebrané z  této čistírny je proto možné pouze 
rámcově porovnat s odpadními vodami vypouštěnými ze zvířecích farem, přičemž je třeba 
vzít v úvahu i to, že v areálu této univerzity je velký pohyb lidí, a proto se mohou v odpadní 
vodě z VFU Brno vyskytovat také léčiva z humánní medicíny. Relevantní porovnání lze 
provést spíše v případě sulfonamidů, které jsou dnes v České republice využívány víceméně 
výhradně jako veterinární farmaka. 
Například ve studii pocházející z roku 2006 (Malintan, N., T., [98]) byla sledována 
přítomnost sulfanilamidu, sulfadiazinu, sulfathiazolu, sulfamerazinu, sulfamethazinu, 
sulfamethoxypyridazinu, sulfamdimethoxinu a sulfachinoxalinu v odpadních vodách 
pocházejících z vepřínů v Malajsii. V první lokalitě v Peraku byl detekován sulfadiazin, 
sulfamerazin, sulfamethoxazol, sulfanilamid a sulfamethoxypyridazin. Na odtoku z vepřína 
v Malacce (druhá lokalita) byla situace obdobná. V těchto odpadních vodách byl 
identifikován sulfadiazin, sulfathiazol, sulfamerazin, sulfanimamid, sulfamethoxypyridazin 
a sulfadimethoxin. V odpadních vodách z  třetího vepřína v Selangoru (třetí lokalita) byl 
detekován sulfadiazin, sulfamerazin, sulfanilamid, sulfamethoxypyridazin, sulfadimethoxin 
a sulfachinoxalin. Koncentrace prokázané v  odpadních vodách pocházejících z vepřínů 
v Peraku, Malacce a Selangoru se pohybovaly řádově v  jednotkách až desítkách ng.l-1. 
Z porovnání s vodami protékajícími čistírnou v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity 
Brno vyplývá, že koncentrace ve vodách z vepřínů jsou mnohem nižší, než v odpadní vodě 
odebrané z čistírny odpadních vod v areálu VFU Brno situované, a to o dva až tři řády. Také 
identifikované analyty se odlišují, což je pravděpodobně ovlivněno druhy používaných 
sulfonamidů. 
  
 111
4.6.7. Mikrobiologický a mikroskopický rozbor odpadní vody 
Tato část disertační práce byla zpracována v rámci projektu FRVŠ, jehož cílem bylo 
sestavení, ověření a optimalizace laboratorních postupů vhodných pro stanovení vybraných 
léčiv v odpadních vodách, včetně mikrobiologického rozboru odpadních vod obsahujících 
tato léčiva. Výstupy získané v rámci této studie byly kromě toho zpracovány do formy 
návodů do předmětů Praktikum z environmentální analýzy a Praktikum z hydrobiologie. Tato 
část byla vložena do předložené disertační práce jako doplňkové hodnocení vzorkovaných 
odpadních vod. 
 
4.6.7.1. Pomůcky a zařízení 
 plastové Petriho misky 
 1 ml pipety 
 roztírací kličky 
 plynový kahan 
 termostat 
 
4 6.7.2. Chemikálie 
 sterilní voda 
 Nutrient agar No. 2 – pro stanovení mezofilních a psychrofilních bakterií (Čaderský 
Envitek, ČR) 
 Perfringens Agar Base – Clostridium perfringens (Čaderský – Envitek, ČR) 
 Chromocult Coliform Agar – Koliformní bakterie a E. coli (Merck, SRN) 
 
4.6.7.3. Princip 
Při kontrole odpadních vod bylo prováděno stanovení indikátorů fekálního znečištění 
a také stanovení počtu kultivovatelných mikroorganismů, tj. psychrofilních a mezofilních 
bakterií. 
 
4.6.7.4. Postup práce a výsledky 
Pro mikrobiologický rozbor sledované matrice bylo nutné nejprve nalézt vhodné ředění 
vzorků odpadních vod. Pro určení optimálního ředění bylo zvoleno běžné, tzv. desítkové 
ředění. To znamená, že 0,1 ml vzorku bylo smícháno s 0,9 ml sterilní vody. Tímto způsobem 
byl získán vzorek s  ředěním 10-1. Obdobně bylo postupováno se zředěným vzorkem 
a postupně byly získány vzorky se zředěním 10-2, 10-3, 10-4, atd. Jako optimální bylo 
na základě provedených experimentů určeno zředění 10-1 - 10-3 pro odtok z čistírny odpadních 
vod a 10-2 - 10-4 pro přítok na čistírnu odpadních vod, tj. pro surovou odpadní vodu. Příklad 
ředění je uveden na obrázku č. 68. 
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Obrázek č. 68: Znázornění desítkového způsobu ředění vzorků odpadní vody na Chromocult 
Coliform agaru 
 
Pro mikrobiologické rozbory byl zvolen jako nejvhodnější postup zalévání vzorků 
rozehřátým agarem po jeho dostatečném zchladnutí. Tento způsob je znázorněn na obrázku 
č. 69. 
 
 
 
Obrázek č. 69: Znázornění postupu zalévání vzorků rozehřátým agarem po jeho dostatečném 
zchladnutí 
 
Po optimalizaci ředění vzorků odpadních vod pro jednotlivá mikrobiologická stanovení 
byly analyzovány reálné vzorky odpadní vody odebrané z čistírny odpadních vod situované 
v areálu VFU Brno. V rámci provedeného pokusu byly srovnávány počty stanovených 
mikroorganismů na přítoku a na odtoku z  čistírny odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno. Část výsledků pro jednotlivá stanovení je uvedena 
v následujících grafech. 
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Obrázek č. 70: Grafické porovnání počtu kolonií bakterií na přítoku na čistírnu odpadních 
vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno (KTJ – kolonii 
tvořící jednotka) 
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Obrázek č. 71: Grafické porovnání počtu kolonií na odtoku z čistírny odpadních vod z areálu 
Veterinární a farmaceutické univerzity Brno (KTJ – kolonii tvořící jednotka) 
 
Z porovnání počtu kolonií na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod vyplývá, 
že došlo k výraznému odstranění všech sledovaných mikroorganismů, což potvrzuje správnou 
funkci čistírny odpadních vod situované v areálu VFU Brno. 
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U vypěstovaných kolonií bylo provedeno mikroskopické pozorování daných kultur. 
Pro mikroskopický rozbor byly zvoleny nejvhodnější kolonie vypěstované na Chromocult 
coliform agaru. Tento selektivní agar umožňuje pěstování barevně odlišených kolonií, 
viz obrázek č. 68. Zvolený postup je výhodný, protože není třeba preparáty barvit. 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 72: Barevně rozlišené kolonie na Chromocult coliform agaru – tmavě modré 
až fialové kolonie odpovídají E. coli, oranžové kolonie odpovídají 
Citrobacter freundii, růžové odpovídají Klebsiella a bezbarvé odpovídají 
Salmonella enteritidis 
 
Při tomto mikrobiologickém rozboru byly pozorovány E. coli, což jsou fakultativně 
anaerobní gramnegativní bičíkaté tyčinkové bakterie žijící v tlustém střevě teplokrevných 
živočichů. Na příslušném obrázku č. 72 jsou rozpoznatelné podle tmavě modré barvy. Rovněž 
byly pozorovány ostatní koliformní bakterie, které jsou zbarvené růžově a oranžově. Do této 
kategorie patří například Enterobacter aerogenes, Citrobacter a Klebsiella.  
U vzorků, u kterých byl proveden mikrobiologický a mikroskopický rozbor, byla také 
provedena analýza přítomných tetracyklinů a sulfathiazolu podle metody popsané v kapitole 
č. 4.4.3. Identifikace a kvantifikace analytů v odpadní vodě. Koncentrace stanovených léčiv 
jsou znázorněny v následujícím grafu. 
 
 E.coli 
  Citrobacter freundii 
 Salmonella enteritidis 
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Obrázek č. 73: Suma stanovených léčiv na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod 
v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno (TC – tetracyklin, 
OTC -  oxytetracyklin, CTC – chlortetracyklin, STZ – sulfathiazol) 
 
Jak je patrné z obrázku č. 73, koncentrace tetracyklinu, oxytetracyklinu, chlortetracyklinu 
i sulfathiazolu na přítoku na čistírnu odpadních vod byla ve všech případech vyšší 
než na odtoku. Tyto hodnoty jsou shrnuty v tabulce č. 41. 
 
Tabulka č. 41: Zjištěné koncentrace analytů na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod 
v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno – období 12/2008 
 
Sulfathiazol Tetracyklin Oxytetracyklin Chlortetracyklin 
Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok Přítok Odtok 
g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 g.l-1 
9,8 >LOD 1,72 1,65 1,40 1,38 4,01 2,05 
6,84 >LOD 5,00 1,74 8,13 1,37 2,48 2,39 
6,18 >LOD 9,56 1,68 1,85 1,48 2,95 1,33 
4,89 >LOD 10,61 2,08 6,21 1,71 2,17 1,45 
11,5 >LOD 2,09 2,00 4,17 2,36 1,63 1,04 
6,94 >LOD 3,08 1,76 5,12 3,10 2,49 1,97 
 
Z uvedené tabulky vyplývá, že sulfathiazol byl detekován ve všech vzorcích na přítoku 
na ČOV, avšak ve vzorcích odebraných na odtoku z ČOV byly všechny hodnoty pod mezí 
detekce. Naproti tomu tetracyklin, oxytetracyklin a chlortetracyklin byly stanoveny ve všech 
vzorcích, a to jak na přítoku, tak také na odtoku z čistírny odpadních vod. Při srovnání těchto 
hodnot s koncentracemi naměřenými na jaře téhož roku je zřejmé, že koncentrace 
sulfathiazolu, tetracyklinu a oxytetracyklinu se pohybovaly v mírně nižších hodnotách, 
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ale koncentrace chlortetracyklinu byly přibližně na stejné hladině. Ze znázorněných hodnot 
vyplývá, že na čistírně odpadních vod dochází k  částečnému, avšak nedostatečnému 
odstranění sledovaných druhů léčiv. Koncentrace tetracyklinů, které zůstávají v odpadní vodě, 
se pohybuje v hodnotách 1,04 – 3,1 g.l-1. To jsou také koncentrace, které mohou ovlivňovat 
mikroorganismy v aktivovaném kalu a mikroorganismy v recipientu. 
Kromě těchto stanovení byly u daných vzorků odpadní vody určovány ještě další 
parametry pro doplnění potřebných údajů, tj. pH, CHSKCr (chemická spotřeba 
kyslíku - dichromanová metoda) a BSK5 (biochemická spotřeba kyslíku – pětidenní). 
Chemická spotřeba kyslíku a biochemická spotřeba kyslíku byly stanoveny podle norem 
ČSN EN 1899 a TNV 75 7520. 
Hodnoty CHSKCr se na přítoku na čistírnu odpadních vod se pohybovaly v rozmezí 
690 - 789 mg.l-1, avšak na odtoku z ČOV se již pohybovaly v intervalu 215 - 255 mg.l-1, 
což znamená, že byly výrazně nižší. Tyto hodnoty byly však vyšší, než maximální stanovené 
limity. Zvýšení hodnot není na závadu, protože čistírna odpadních vod v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno ústí do městské kanalizace, odkud jsou splaškové vody 
sváděny na velkokapacitní městskou čistírnu odpadních vod v Brně – Modřicích, kde jsou 
odpadní vody znovu čištěny. 
Hodnoty BSK5 na přítoku na čistírnu odpadních vod byly stanoveny v intervalu 
425 - 534 mg.l-1 a 35 – 94 mg.l-1 na odtoku z čistírny odpadních vod. Opět, stejně jako 
u CHSKCr, byl překročen maximální přípustný limit. 
V rámci této studie bylo také sledováno pH odpadních vod. Výsledné hodnoty vybraných 
vzorků jsou znázorněny na obrázku č. 74. 
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Obrázek č. 74: Znázornění změny pH na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod 
v areálu VFU Brno 
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Z tohoto grafu je patrné, že nedocházelo k žádným výrazným výkyvům pH a hodnoty 
na odtoku z čistírny byly sice nižší než hodnoty na přítoku, ale pohybovaly se v rozmezí 
jednotky pH, tj. 7,2 – 8,2. 
V rámci příslušné studie bylo provedeno mikroskopické hodnocení aktivovaného kalu. 
Za tímto účelem byl vytvořen nativní preparát, který byl pozorován v přímém světle při 100x 
zvětšení. Vločky aktivovaného kalu byly převážně kompaktního charakteru a vlákna byla 
přítomna ve větším množství, ojediněle byla zapojena do vloček.  
Kromě charakteru vloček a četnosti vláken bylo pozorováno vyšší osídlení aktivovaného 
kalu. Ve vzorku byly zaznamenány nejčastěji následující organismy: bezbarví bičíkovci rodu 
Bodo, kteří indikují vysoké zatížení a nízkou kvalitu vyčištěné vody; dále zde bylo 
pozorováno několik zástupců měňavek (Amoeba radiosa, Vahlkampfia limax), kteří jsou 
indikátory nedočištěné odpadní vody a několik zástupců nálevníků (Vorticella convallaria, 
Opercularia coarctata, Carchesium polypinum, Epistilis plicatilis). Vybrané organismy jsou 
znázorněny na následujících obrázcích. 
 
Amoeba radiosa     Vahlkampfia limax        Vorticella convallaria 
        
 
      Opercularia coarctata           Carchesium polypinum 
              
 
Obrázky č. 75 - 79: Zobrazení vybraných organismů vyskytujících se v aktivovaném kalu 
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5. ZÁVĚR 
Cílem předložené disertační práce bylo získání poznatků z  oblasti průniku léčiv 
do životního prostředí odpadní vodou. Toto téma se v posledních letech dostává na popředí 
celosvětového zájmu. V  této práci byla konkrétně sledována vybraná skupina antibiotik, 
tj. tetracykliny a skupina protiinfekčních chemoterapeutik, což jsou sulfonamidy. Spolu 
se sulfonamidy byl stanovován i trimethoprim, který je spolu s těmito látkami používán, 
protože je s nimi přítomen v komerčně dodávaných lékových formách. 
Pro stanovení vybraných léčiv byla jako optimální analytická metoda vybrána 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) s  detekcí diodovým polem (DAD), 
případně ve spojení s hmotnostní spektrometrií (MS). 
Pro izolaci a zakoncentrování analytů byla použita extrakce tuhou fází (SPE) s využitím 
různých pracovních podmínek. 
V rámci prováděných experimentů byla provedena optimalizace chromatografických 
podmínek pomocí UV – VIS detektoru typu DAD na koloně Zorbax Eclipse XDB-C18 
(150 x 4,6 mm) s velikostí částic 5 m. Kromě toho byly optimalizovány podmínky 
pro hmotnostní spektrometr s  ionizací elektrosprejem a analyzátorem tvořeným iontovou 
pastí. Při práci s hmotnostním spektrometrem je vhodnější používání nižších průtoků mobilní 
fáze, než jaké jsou vesměs využívány u kapalinové chromatografie s detekcí diodovým 
polem. Pro tuto analytickou koncovku byla proto používána kolona Zorbax Eclipse 
XDB - C18 s velikostí částic 3,5 m a rozměry 2,1 x 150 mm, která pracuje s menšími 
průtoky. 
Následujícím krokem byla optimalizace extrakce sledovaných léčiv z odpadní vody. 
Jako nejvhodnější byla zvolena extrakce tuhou fází (SPE); její optimalizace byla ověřována 
na několika typech kolonek. Vybrána byla kolonka Supelclean ENVI C18. 
Pro sledované analyty byly vypočteny meze detekce a stanovitelnosti daných analytických 
metod a byla vypočtena nejistota celého stanovení. 
V rámci této práce byly sledovány dvě čistírny odpadních vod: čistírna v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity (VFU) Brno a velkokapacitní městská čistírna odpadních vod Brno 
– Modřice. Porovnávány byly změny koncentrací na přítoku a odtoku z těchto ČOV a také 
změny koncentrací během dne a změny koncentrací během celého měřícího procesu. 
Odpadní voda z městské čistírny byla odebírána v letech 2007 a 2010 ve formě 
24 hodinového slévaného vzorku na přítoku a na odtoku. U většiny vzorků v obou letech byly 
koncentrace na přítoku vyšší než koncentrace na odtoku z čistírny odpadních vod. V roce 
2007 byl na čistírně detekován sulfathiazol, tetracyklin a chlortetracyklin. Tetracyklin 
a chlortetracyklin byly identifikovány pouze na přítoku. Sulfathiazol, který se vyskytoval 
v nejvyšších koncentracích, byl detekován na přítoku i na odtoku z  čistírny odpadních vod. 
V roce 2010 byl stanoven v nejvyšších koncentracích sulfamethoxazol, tetracyklin 
a minocyklin. Tyto analyty byly identifikovány na přítoku i na odtoku z ČOV. Ostatní 
sledovaná léčiva byla detekována většinou pouze na přítoku. V porovnání s rokem 2007 lze 
pozorovat mírný pokles koncentrace sulfathiazolu a naopak vzrůst koncentrace tetracyklinu. 
Z čistírny odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno byly vzorky 
získávány v  letech 2007, 2008 a  2009. Odebírán byl v tomto případě bodový vzorek 
na přítoku a na odtoku z  čistírny odpadních vod. V roce 2007 byl kvantifikován v nejvyšší 
koncentraci sulfathiazol a v nejnižší koncentraci chlortetracyklin. Sulfathiazol a tetracyklin 
byly detekovány na přítoku i na odtoku z ČOV, chlortetracyklin byl detekován pouze 
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na přítoku na čistírnu odpadních vod. Obdobný trend byl pozorován i v roce 2008. Nejvyšší 
koncentrace dosáhl opět sulfathiazol a oxytetracyklin, a to na přítoku i na odtoku z čistírny 
odpadních vod. V tomto období byl také měřen denní průřez koncentrací. V tomto porovnání 
nebyly zaznamenány žádné výrazné výkyvy, kromě tetracyklinu, kdy během dopoledne došlo 
ke vzrůstu koncentrací. V roce 2009 bylo pozorováno zvýšení koncentrací v porovnání 
se dvěma předchozími roky. Nejvyšší koncentrace byla zjištěna u sulfapyridinu na přítoku 
a oxytetracyklinu na odtoku. V tomto vzorkovacím období byl rovněž sledován rozdíl 
v ranních a odpoledních odběrech vzorků odpadní vody. U sulfonamidů bylo pozorováno, že 
během dne docházelo k nárůstu koncentrace těchto léčiv, tj. koncentrace v odpoledních 
vzorcích byly vyšší než v dopoledních vzorcích, a to jak na přítoku, tak také na odtoku 
z čistírny odpadních vod.  
Sledování tetracyklinů a sulfonamidů spolu s trimethoprimem v odpadních vodách bylo 
doplněno o charakteristiku zkoumané vody. Ve vzorcích odpadní vody odebrané z čistírny 
odpadních vod situované v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno byl proveden 
mikrobiologický rozbor, který zahrnoval stanovení počtu koliformních, mezofilních, 
psychrofilních mikroorganismů, E. coli a Clostridium perfringens. Kromě toho byl proveden 
mikroskopický rozbor, stanovení hodnot CHSKCr a BSK5. Tyto parametry byly doplněny 
o sledování pH vybraných vzorků odpadní vody z tohoto odběrového místa. 
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6 SEZNAM ZKRATEK 
ACN acetonitril 
APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku 
BSK5 biochemiská spotřeba kyslíku - pětidenní 
CE kapilární elektroforéza 
CTC chlortetracyklin 
CW karbowax 
ČOV čistírna odpadních vod 
DAD detektor diodového pole 
DHL kyselina dihydrolistová 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
DTC doxycyklin 
DVB divinylbenzen 
EC50 efektivní koncentrace 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
ESI elektrosprej 
FRVŠ fond rozvoje vysokých škol 
GC plynová chromatografie 
GIT gastrointestinální trakt 
HLB hydrofilně-lipofilní vlastnosti 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Hs velikost šumu základní linie 
CHSKCr chemická spotřeba kyslíku stanovená chromanovou metodou 
ID vnitřní průměr 
Kd distribuční koeficient 
Kow rozdělovací koeficient oktanol-voda 
KTJ kolonii tvořící jednotka 
LC kapalinová chromatografie 
LLE extrakce kapalina – kapalina 
LOD mez detekce 
LOQ mez stanovitelnosti 
MRM multiple reaction monitoring 
MS hmotnostní spektrometrie 
MS – MS tandemová hmotnostní spektrometrie 
MTC minocyklin 
NCT kombinovaná nejistota analytického postupu 
NIR blízká infračervená oblast 
N(R)T nejistota výtěžnosti 
OTC oxytetracyklin 
PA polyakrylát 
PDMS polydimethylsiloxan 
 121
pKa disociační konstanta 
PTFE polytetrafluorethylen 
RNA ribonukleová kyselina 
RSD relativní směrodatná odchylka 
RT výtěžnost analytu 
SDIA sulfadiazin 
SMR sulfamerazin 
SMT sulfamethazin 
SMZ sulfamethoxazol 
SPE extrakce tuhou fází 
SPME mikroextrakce na pevnou fázi 
SPY sulfapyridin 
STZ sulfathiazol 
TMP trimethoprim 
TC tetracyklin 
USE sonikace (ultrasonic solvent extraction) 
UV ultrafialové záření 
UV-VIS ultrafialové až viditelné záření 
VFU Veterinární a farmaceutická univerzita Brno 
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7 PŘÍLOHY 
 
Příloha č. 1: Hmotnostní spektrum tetracyklinu 
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Příloha č. 2: Hmotnostní spektrum oxytetracyklinu 
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M + Na+
M + K+
M + H+
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Příloha č. 3: Hmotnostní spektrum chlortetracyklinu 
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Příloha č. 4: Hmotnostní spektrum doxycyklinu 
 
427.8
444.8
466.7478.7
DOXY CY KLIN PUV 000001.d: +MS
0
1
2
3
6x 10
Intens .
150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z  
 
 
 
 
 
 
 
 
 124 
 
Příloha č. 5: Kalibrační graf pro vybrané sulfonamidy 
 
Kalibrace LC - DAD pro sulfonamidy (Sulfathiazol, Sulfamerazin) a 
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Příloha č. 6: Kalibrační graf pro vybrané sulfonamidy 
Kalibrace pro LC - DAD (Sulfapyridin, Sulfamethoxazol, 
Sulfadiazin, Sulfamethazin)
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Příloha č. 7: Kalibrační graf pro tetracykliny 
Kalibrace LC - DAD pro tetracykliny
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Příloha č. 8: Čistírna odpadních vod v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
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Příloha č. 9: Městská velkokapacitní čistírna odpadních vod Brno – Modřice 
 
 
 
 
Příloha č. 10: Chromatogram reálného vzorku – tetracyklin a chlortetracyklin (2007) přítok 
VFU 
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Příloha č. 11: Chromatogram reálného vzorku – trimethoprim, sulfathiazol, sulfapyridin, 
sulfamethazin, sulfamethoxazol (2009) přítok VFU 
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Příloha č. 12: Spektrum reálného vzorku – tetracykliny (2010) přítok Brno - Modřice 
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Příloha č. 13: Chromatogram reálného vzorku – minocyklin, tetracyklin, chlortetracyklin,  
doxycyklin (2010) odtok Brno – Modřice  
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Příloha č. 14: Spektrum reálného vzorku – sulfonamidy (2010) odtok Brno - Modřice 
001-0101.D: EIC 250.3 +All
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